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POVZETEK 
Difuzno reflektančna spektroskopija je neinvazivna tehnika, s katero pridobimo spektre 
zajete svetlobe po interakciji s tkivom. Spektri so uporabni za diagnostične namene, saj nosijo 
informacijo o opazovanem tkivu. To ima glede na svojo kemijsko sestavo in strukturo določene 
optične lastnosti, ki vplivajo na absorpcijo in sipanje svetlobe v tkivu. Posledica omenjenih 
interakcij je značilna oblika spektra, iz katere lahko z ustreznimi postopki izluščimo značilnosti 
tkiva. 
Za lažji dostop do tkiva se v biomedicinskih aplikacijah pogosto poslužujemo majhnih in 
lahkih optičnih sond. Te nam omogočajo t. i. oddaljeno zajemanje spektrov, kar se npr. izkaže kot 
še posebej koristno v operacijskih sobah, kjer zaradi visokih higienskih standardov veljajo številne 
omejitve pri vnosu diagnostične in raziskovalne opreme. Operater v postopku zajema difuzno 
reflektančnih spektrov sondo pritisne k tkivu, da omogoči boljšo optično sklopitev in prepreči 
zajem zrcalno odbite svetlobe s površine vzorca. Zaradi kontaktnega pritiska sonde na vzorec pride 
do povratne deformacije tkiva ter posledično do sprememb v zajetih difuzno reflektančnih 
spektrih. Ponovljivost meritev je tako v veliki meri odvisna od operaterja in njegove zmožnosti 
apliciranja ponovljivih intenzitet kontaktnega pritiska. Poznavanje vrednosti kontaktnih pritiskov 
ob meritvi je zato ključnega pomena, da lahko ovrednotimo ponovljivost meritev in vpliv 
kontaktnega pritiska na difuzno reflektančni spekter. Ocenjevanje ponovljivosti meritev 
neposredno (in vivo) na proučevanih tkivih je tehnično zapleteno, zato so v dosedanjih študijah 
take meritve izvajali ex vivo, tako da so tkiva nadomestili s sintetičnimi ali naravnimi fantomi. 
Glavna pomanjkljivost teh študij je bila, da niso preverili razlik v mehanskih lastnostih fantomov 
in proučevanih tkiv. V okviru doktorske disertacije smo namreč ugotovili, da mehanske lastnosti 
fantomov pomembno vplivajo na način aplikacije kontaktnega pritiska, zato jih je potrebno pri 
gradnji fantomov upoštevati. 
Poleg poznavanja intenzitete apliciranega kontaktnega pritiska med zajemom difuzno 
reflektančnih spektrov je pomembno tudi razumevanje vpliva kontaktnega pritiska na difuzno 
reflektančni spekter. Za vrednotenje vpliva je potrebno podrobneje proučiti odvisnost difuzno 
reflektančnega spektra od kontaktnega pritiska. V ta namen so v preteklosti predlagali že več 
različnih sistemov za merjenje kontaktnega pritiska med zajemom difuzno reflektančnih spektrov, 
a so ti omogočali le grobo oceno povprečne vrednosti kontaktnega pritiska, kar je omejevalo 
njihovo uporabnost pri vrednotenju vpliva kontaktnega pritiska. V okviru doktorske disertacije 
smo zato razvili nov avtomatski sistem, ki omogoča natančen in sočasen zajem kontaktnih 
pritiskov ter difuzno reflektančnih spektrov. Visoka frekvenca vzorčenja meritve pa dodatno nudi 
zaznavanje dinamičnih sprememb z visoko občutljivostjo. 
Vpliv kontaktnega pritiska na difuzno reflektančne spektre smo in vivo proučevali na koži, 
saj je v biomedicini pogost predmet proučevanja z difuzno reflektančno spektroskopijo. Po eni 
strani jo odlikuje enostavna dostopnost, po drugi strani pa zaradi kompleksne sestave nudi veliko 
raziskovalnih izzivov, saj vsebuje vse pomembne tkivne absorberje oz. kromoforje 
(oksihemoglobin, deoksihemoglobin, vodo, lipide in melanin). 
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Izvirni prispevki k znanosti 
Prispevek 1: Razvoj avtomatskega sistema za sočasni zajem kontaktnega pritiska in difuzno 
reflektančnih spektrov (Poglavje 2) 
Obstoječe metode za sočasno merjenje kontaktnega pritiska in difuzno reflektančnih spektrov 
nudijo nenatančne in neponovljive meritve kontaktnega pritiska ter omejeno in vivo uporabnost. 
Razvili smo nov avtomatski sistem za natančni in sočasni zajem kontaktnega pritiska in difuzno 
reflektančnih spektrov, ki v celoti odpravlja pomanjkljivosti obstoječih sistemov. Predlagani 
sistem omogoča kontrolirano aplikacijo kontaktnega pritiska sonde na vzorec ter sočasni zajem 
kontaktnega pritiska sonde in pripadajočih difuzno reflektančnih spektrov v vidnem ter bližnjem 
infrardečem spektralnem območju. Nudi tudi natančen nadzor nad premiki sonde, vključno s 
hitrostjo premika. Uporaben je za ex vivo in in vivo merjenje kontaktnega pritiska. V kolikor sistem 
zavrtimo okoli osi, ga lahko uporabimo kot tehtnico. To dodatno omogoča proučevanje dinamike 
ročnih meritev s sondami. Prav tako smo pokazali, da sistem zagotavlja visoko ponovljivost 
aplikacije kontaktnih pritiskov, tudi t. i. rahlih kontaktnih pritiskov, katerih vrednosti ne presegajo 
arterijskega krvnega tlaka (do 18 kPa).  
Prispevek 2: Vpeljava spektralno pritiskovne ravnine kot načina grafične upodobitve 
dinamičnega vpliva kontaktnega pritiska na difuzno reflektančne spektre (Poglavje 2) 
Ob razvoju avtomatskega sistema smo predlagali spektralno pritiskovne ravnine – nov način 
sočasne grafične upodobitve izmerjenih difuzno reflektančnih spektrov in apliciranega 
kontaktnega pritiska. Nudijo jasen slikovni prikaz dinamičnih odzivov difuzno reflektančnih 
spektrov na kontaktni pritisk, s katerim si pomagamo pri proučevanju vpliva kontaktnega pritiska 
na vzorec. V okviru doktorske disertacije smo v spektralno pritiskovni ravnini prikazali primerjavo 
med ex vivo oz. in vivo aplikacijo kontaktnega pritiska na kožo prašičje noge oz. človeške roke. V 
izrisanih rezultatih je bilo moč jasno opaziti spektralne odzive, ki so nastali zaradi spremenjenih 
koncentracij kromoforjev in strukture tkiva.  
Prispevek 3: Analiza variabilnosti apliciranih kontaktnih pritiskov pri ročnem zajemanju difuzno 
reflektančnih spektrov (Poglavje 3) 
Operater pri ročnem zajemu difuzno reflektančnih spektrov rahlo prisloni sondo k tkivu in s tem 
ustvari kontaktni pritisk. Pojem rahlega kontaktnega pritiska je subjektivne narave in se med 
operaterji močno razlikuje, kar pa lahko bistveno vpliva na ponovljivost meritev. V naši raziskavi 
smo zato s kontinuiranim merjenjem kontaktnih pritiskov in difuzno reflektančnih spektrov 
ovrednotili ročno aplikacijo rahlih kontaktnih pritiskov v odvisnosti od operaterjev, stične površine 
sond in mehanskih lastnosti vzorcev. Ugotovili smo, da vsi omenjeni dejavniki statistično 
pomembno vplivajo na aplikacijo rahlega kontaktnega pritiska. Povprečne vrednosti kontaktnih 
pritiskov in njihove variabilnosti med operaterji so se izkazale za največje pri sondah z najmanjšo 
stično površino in najtrših fantomih (povprečna vrednost 42,7 kPa, variabilnost 19,9 kPa), za 
najmanjše pa pri sondah z največjo stično površino in najmehkejših fantomih (povprečna vrednost 
2,4 kPa in variabilnost 1,06 kPa). Poleg tega smo z analizo dinamike meritev ugotovili, da 
povprečni operater potrebuje približno 0,6 s za ustalitev kontaktnega pritiska od vzpostavitve 
optične sklopitve in približno 0,8 s od vzpostavitve stika sonde z vzorcem.  
Na podlagi rezultatov smo oblikovali smernice za uporabo ročnih sond za zajem difuzno 
reflektančnih spektrov. Potrebno je: 1) ugotoviti, ali je proučevani vzorec občutljiv na kontaktni 
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pritisk, 2) ovrednotiti pričakovani razpon kontaktnih pritiskov, 3) analizirati vpliv kontaktnega 
pritiska na difuzno reflektančne meritve in 4) proučiti možnosti različnih načinov zajema za 
zmanjšanje vpliva variabilnosti kontaktnega pritiska na ročne meritve. 
Prispevek 4: Analiza vpliva kontaktnega pritiska na razvrščanje difuzno reflektančnih spektrov 
kože (Poglavje 4) 
Difuzno reflektančno spektroskopijo pogosto uporabljamo za razvrščanje tkiv. Pomembno je, da 
vse meritve vzorcev (zajem difuzno reflektančnih spektrov) izvedemo na enak način in pod 
enakimi pogoji, tako pri gradnji kot pri kasnejši uporabi razvrščevalnika. V okviru doktorske 
disertacije smo zato razvili postopek za vrednotenje in zmanjšanje vpliva kontaktnega pritiska na 
razvrščanje tkiv. Postopek temelji na uporabi novega avtomatskega sistema za sočasni zajem 
kontaktnih pritiskov in difuzno reflektančnih spektrov ter na različnih strategijah izgradnje 
razvrščevalnikov. Predlagani postopek smo preverili na primeru razvrščanja treh merilnih področij 
kože, ki smo jih izbrali na podlagi njihovih unikatnih spektralnih odzivov na kontaktni pritisk 
sonde. 
Ugotovili smo, da je učinkovitost razvrščanja odvisna od kontaktnega pritiska sonde. 
Dodatno smo pokazali, da je razvrščanje boljše v primeru, ko se gradnja razvrščevalnika in njegova 
kasnejša uporaba izvajata pri enakih kontaktnih pritiskih. Izkazalo se je tudi, da lahko učinkovitost 
razvrščanja v širšem območju kontaktnih pritiskov bistveno izboljšamo z gradnjo večjega števila 
razvrščevalnikov na skrbno izbranih pod intervalih kontaktnega pritiska, kar lahko v praksi 
realiziramo z uporabo ročnih sond z umerjeno vzmetjo. 
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ABSTRACT 
Diffuse reflectance spectroscopy is a non-invasive technique for spectral analysis of light after 
its interaction with turbid samples. Biological tissues have, according to the chemical composition 
and structure, certain optical properties that affect the way in which the light is absorbed and 
scattered. A result of those interactions is a diffuse reflectance spectrum, from which tissue 
properties can be extracted by using appropriate methods. 
In order to facilitate easy access to a range of different biomedical samples we often use 
small and lightweight optical probes. These allow remote acquisition of spectra, which is 
especially useful in operating rooms, where the entry of diagnostic and research equipment is 
limited due to hygienic reasons. In the process of acquiring diffuse reflectance spectra, the operator 
usually presses the probe against the tissue to improve the optical coupling and to eliminate 
specular reflections from the tissue. The light contact pressure applied by the operator may lead to 
structural changes in the tissue and thus can alter the acquired diffuse reflectance spectra. The 
repeatability of diffuse reflectance measurements therefore largely depend on the operator's ability 
to apply the same level of contact pressure. To evaluate the measurement repeatability and the 
influence of the contact pressure on diffuse reflectance spectra, it is crucial to measure the intensity 
of the applied contact pressure. In vivo assessment of the contact pressure repeatability is a difficult 
task. Consequently, previous studies have used synthetic or natural phantoms instead of the tissue. 
The main drawback of these studies is the lack of critical comparison between the mechanical 
properties of phantoms and the studied tissue. In this thesis, we found that the mechanical 
properties of tissues and phantoms significantly affect the intensity of contact pressure applied by 
the operator. Therefore, to assess the repeatability of the conducted measurements, the mechanical 
properties of phantoms must reflect the properties of the studied tissue. 
Besides the assessment of the light contact pressure intensity during the measurements, it 
is highly important to assess how the applied contact pressure affects diffuse reflectance spectra. 
Previous studies have developed different techniques to measure the contact pressure during the 
acquisition of diffuse reflectance spectra. In general, the employed techniques provide inaccurate 
contact pressure measurements that are inadequate for a detailed study on the effects of the contact 
pressure on diffuse reflectance spectra. Consequently, we propose a novel fully automated system 
for controlled application of the contact pressure and acquisition of diffuse reflectance spectra. A 
high sampling rate of the automated system offers additional insight into the time lapse of the 
changes. 
In this thesis, we studied the influence of the contact pressure on diffuse reflectance spectra 
of skin in vivo. In biomedicine, skin is frequently studied by diffuse reflectance spectroscopy as it 
is easily accessible and complex enough to contain all important tissue chromophores 
(oxyhemoglobin, deoksyhemoglobin, water, lipids and melanin). 
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Contributions of the dissertation 
Contribution 1: Development of an automated system for simultaneous acquisition of the contact 
pressure and diffuse reflectance spectra (Chapter 2). 
The existing measurement systems for simultaneous acquisition of the contact pressure and diffuse 
reflectance spectra come with many restrictions. The most notable restrictions are inaccurate 
measurement of the contact pressure, non-coincident locations of the contact pressure and diffuse 
reflectance measurements, and applicability limited to specific measurement sites. In order to 
overcome these limitations, we propose a novel fully automated system for controlled application 
of contact pressure and acquisition of diffuse reflectance spectra. The system allows precise 
control over the movement, speed and the contact pressure of the probe. It can be used for ex vivo 
and in vivo measurements of the contact pressure at the sample surface. The automated system can 
also be used as a precision balance for ex vivo tissue samples or phantoms, which provides the 
means to study and characterize the time lapse of manual probe measurements in terms of contact 
pressure and diffuse reflectance. In addition, the novel measurement system is highly sensitive 
even at the very low contact pressure levels near or under the normal arterial blood pressure of 
18 kPa. 
Contribution 2: Introduction of a spectral-contact-pressure plane for visualization and analysis 
of the dynamic contact pressure effects on diffuse reflectance spectra (Chapter 2) 
We have proposed spectral-contact-pressure planes for visualization of the diffuse reflectance and 
contact pressure data acquired by the novel automated system. These planes provide an effective 
visualization of the diffuse reflectance spectra response to the applied contact pressure. In this 
thesis, we compared the spectral-contact-pressure planes acquired from porcine foot (ex vivo) and 
human palm (in vivo). In terms of spectral-contact-pressure planes we were able to observe 
changes in concentrations of chromophores and tissue structures. 
Contribution 3: A study on the properties of contact pressure induced by manually operated 
diffuse reflectance fiber optic probes (Chapter 3) 
Diffuse reflectance is usually measured by gently pressing the probe against the tissue surface. 
The intensity of the applied gentle contact pressure is subjective and varies considerably among 
operators. The subjective perception of the gentle contact pressure can have a significant impact 
on the quality of the acquired diffuse reflectance spectra. In this contribution, we study and 
characterize the properties of contact pressure applied by manually operated probes as a function 
of the operator, probe contact area, and sample stiffness. For this purpose, continuous simultaneous 
measurements of contact pressures and diffuse reflectance spectra were conducted. The results 
show that all the listed factors significantly affect the manual application of the contact pressure. 
The mean applied contact pressure and inter-operator contact pressure variability have proved to 
be the highest for the probe with the largest contact area and the stiffest phantoms (mean value 
42.7 kPa, inter-variability 19.9 kPa). In contrast, the mean applied contact pressure and inter-
operator contact pressure variability have proved to be the lowest for the probe with the smallest 
contact area and the softest phantoms (mean value 2.4 kPa and inter-variability 1.06 kPa). In 
addition, we analyzed the time lapse of the manual measurement and discovered that an average 
operator requires about 0.6 s to stabilize the contact pressure from the point of full optical coupling 
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between the probe and the sample, and approximately 0.8 s from the initial contact between the 
probe and the sample surface. 
Based on the obtained results, we proposed a guideline for improving the quality of diffuse 
reflectance measurements by manual probes. Operators should: 1) determine whether the studied 
sample is sensitive to contact pressure, 2) evaluate the expected range of contact pressures, 3) 
analyze the impact of the contact pressure on diffuse reflectance measurements and 4) explore 
different settings to reduce the variability of contact pressure during the measurements. 
Contribution 4: Impact of contact pressure-induced spectral changes on skin classification 
(Chapter 4). 
Diffuse reflectance spectroscopy is often used to classify tissues. Such applications usually require 
that all sample measurements (diffuse reflectance spectra) are conducted in the same manner and 
under the same conditions. In this contribution, we developed a procedure for evaluating and 
eliminating the impact of the contact pressure on the classification of tissues. The procedure is 
based on the new automated system for simultaneous acquisition of the contact pressure and 
diffuse reflectance spectra, and uses different strategies for the selection of training samples and 
classifiers. The proposed procedure was utilized for the classification of three skin sites, which 
were selected on the basis of their unique spectral responses to the contact pressure of the probe. 
We have found out that the performance of the classification depends on the contact 
pressure of the probe and significantly improves when the classifier is trained and employed at 
similar contact pressure levels. We have also shown that the performance of the classification for 
a wider range of contact pressures can be significantly improved by carefully splitting the extended 
contact pressure range among multiple classifiers. The proposed classification scheme can be 
easily adopted by existing diffuse reflectance measurement setups comprising of a metal sleeve 
and spring. 
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POGLAVJE 1 1 
 
POGLAVJE 1 
Uvod 
 
Difuzno reflektančna (DR) spektroskopija je neinvazivna tehnika, s katero analiziramo sprejeto 
svetlobo po interakciji s tkivom. Ko sprejeto svetlobo razklonimo po valovnih dolžinah, dobimo 
DR spekter. Spekter vsebuje informacijo o sestavi opazovanega tkiva, zato je DR spektroskopijo 
mogoče uporabiti v diagnostične namene. Uporaba DR spektroskopije se je izkazala za učinkovito 
pri analiziranju sluznice debelega črevesja (Rodriguez-Diaz idr. 2011), kože (Garcia-Uribe idr. 
2012), možganov (Johns idr. 2005), materničnega vratu (Mirabal idr. 2002), prostate (Bigio idr. 
2003) in dojke (Cerussi idr. 2009).  
Za lažje dostopanje do tkiv, organov, ipd. se v biomedicinskih aplikacijah pogosto 
uporabljajo majhne in lahke sonde. Te nam omogočajo oddaljeno zajemanje spektrov, npr. v 
operacijskih sobah, kjer veljajo zaradi visokih higienskih standardov številne omejitve pri vnosu 
diagnostične in raziskovalne opreme. Operater pri zajemanju spektrov prisloni sondo k tkivu, da 
bi dosegel boljšo optično sklopitev in preprečil zajem zrcalno odbite svetlobe s površine vzorca. 
Kontaktni pritisk, ki ga s tem povzroči, deformira tkiva, kar se odraža v spremenjenih optičnih 
lastnostih. Ker se spremembe odražajo tudi v zajetih spektrih, je razumevanje vpliva kontaktnega 
pritiska na ponovljivost DR meritev ključnega pomena. 
V nadaljevanju bomo natančneje predstavili dejavnike, ki so potrebni za razumevanje 
vpliva kontaktnega pritiska na zajem DR spektrov kože. 
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1.1.1 ABSORPCIJA 
Absorpcija je fizikalni proces, pri katerem foton molekulo vzbudi v višje energijsko stanje ter s 
tem odda svojo energijo (Welch in Gemert 2011). Oslabitev svetlobe ovrednotimo z absorpcijskim 
koeficientom µa [cm-1], ki je enak obratni vrednosti proste poti. Slednja nam podaja povprečno 
prepotovano razdaljo fotona, preden se le-ta absorbira v snovi (Durduran idr. 2010). V snovi 
absorpcijo povzročajo t. i. kromoforji. Če opazujemo absorpcijski koeficient posameznega 
kromoforja v odvisnosti od valovne dolžine, govorimo o absorpcijskem spektru kromoforja μa,i (λ). 
Skupen absorpcijski spekter neke snovi μa (λ) lahko zapišemo kot vsoto absorpcijskih spektrov 
posameznih kromoforjev μa,i (λ), uteženih z relativnimi volumskimi deleži oziroma 
koncentracijami ci (Bydlon idr. 2015): 
𝜇𝑎(𝜆) = ∑ 𝑐𝑖
𝑖
𝜇𝑎,𝑖(𝜆). (1.1) 
1.1.2 SIPANJE 
Pri sipanju svetlobe v snovi foton zaradi nihanja nabitih delcev in lokalnih fluktuacij lomnega 
količnika spreminja smer potovanja (Mishchenko idr. 2002). Delcem, ki sipajo svetlobo, pravimo 
sipalci (ang. scatterers). Ti povzročajo elastično ali neelastično sipanje. Pri slednjem fotoni po 
sipanju spreminjajo valovno dolžino, nasprotno pa pri elastičnem sipanju fotoni ohranjajo valovno 
dolžino. Elastičnega sipanja je v snovi največ, zato se bomo v nadaljevanju posvetili le temu načinu 
sipanja. 
Sipanje v snovi vrednotimo s sipalnim koeficientom μs [cm-1] in fazno funkcijo p(s,s') [1/sr]. 
Sipalni koeficient nam podaja oslabitev usmerjenega snopa svetlobe. Fazna funkcija nam podaja 
verjetnostno gostoto za sipanje fotona iz smeri enotskega vektorja s' v smer s. Kadar obravnavamo 
izotropne snovi (smer vpadajoče svetlobe na sipalce ni pomembna), lahko predpostavimo, da je 
fazna funkcija odvisna le od sipalnega kota θ, tj. s·s' = cos(θ). V tem primeru se poleg sipalnega 
koeficienta in fazne funkcije podaja tudi faktor anizotropije g [-], ki je definiran kot povprečen 
kosinus kota med vpadno in izhodno smerjo sipane svetlobe. Vse omenjene veličine za opis sipanja 
v snovi so odvisne od valovne dolžine. Za opis sipanja v snoveh, kjer prihaja do večkratnega 
sipanja (npr. koža), pogosto uporabljamo reduciran sipalni koeficient μ's(λ) (Jacques 2013): 
𝜇𝑠
′ (𝜆) = 𝜇𝑠(𝜆)(1 − 𝑔(𝜆)). (1.2) 
Obratna vrednost reduciranega sipalnega koeficienta nam pove, na kateri razdalji sipanje postane 
popolnoma izotropno.  
Glede na velikost sipalcev ločimo dva načina sipanja (Welch in Gemert 2011), ki se 
bistveno razlikujeta v odvisnosti od valovne dolžine in v kotni porazdelitvi sipane svetlobe glede 
na vpadno smer. Prvi način imenujemo Rayleighjevo sipanje, kjer intenziteta sipane svetlobe pada 
s četrto potenco valovne dolžine, njena kotna porazdelitev pa je izotropna. Rayleighjevo sipanje 
povzročajo delci, ki so veliko manjši od valovne dolžine svetlobe (d << λ). Drugi način je Mievo 
sipanje, kjer intenziteta sipane svetlobe ne izraža bistvene odvisnosti od valovne dolžine svetlobe, 
njena kotna porazdelitev pa je izrazito anizotropna (usmerjena v smeri vpadne svetlobe). Mievo 
sipanje povzročajo delci, ki so primerljivi ali večji od valovne dolžine svetlobe (d ≥ λ). 
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1.1.3 ŠIRJENJE SVETLOBE PO SNOVI 
Širjenje svetlobe v snovi lahko opišemo na dva načina: z Maxwellovimi enačbami ali z 
Boltzmanovo transportno enačbo (BTE). Maxwellove enačbe, ki svetlobo obravnavajo kot 
elektromagnetno valovanje, so s stališča računske kompleksnosti neprimerne za opis širjenja 
svetlobe v močno sipajočih snoveh (Welch in Gemert 2011). V teh primerih se je bolje posluževati 
BTE (Spott 1999), ki svetlobo definira kot pretok energije in temelji na njeni ohranitvi. Osnovna 
količina v BTE je svetlost L(r,s,t) [
𝑊
𝑠𝑟∙𝑚2
]. Ta označuje povprečno moč svetlobe ob določenem času 
t, ki jo enota površine v točki r izseva v smer enotskega vektorja s v prostorski kot 𝑑Ω [sr]. BTE 
izrazimo kot: 
1
𝑣
𝜕
𝜕𝑡
𝐿(𝒓, 𝒔, 𝑡) + ∇ ∙ [𝒔𝐿(𝒓, 𝒔, 𝑡)]
= −(𝜇𝑎 + 𝜇𝑠)𝐿(𝒓, 𝒔, 𝑡) + 𝜇𝑠 ∫ 𝐿(𝒓, 𝒔, 𝑡)
4𝜋
𝑝(𝒔, 𝒔′)𝑑Ω′ + 𝑄(𝒓, 𝒔, 𝑡), 
(1.3) 
kjer je v hitrost svetlobe v snovi, 𝜇𝑎 absorpcijski koeficient snovi, 𝜇𝑠 sipalni koeficient snovi in 
p(s,s') fazna funkcija snovi.  
Spreminjanje svetlosti po času 
1
𝑣
𝜕
𝜕𝑡
𝐿(𝒓, 𝒔, 𝑡) in prostoru ∇ ∙ [𝒔𝐿(𝒓, 𝒔, 𝑡)] je opisano s tremi 
prispevki: 
 −(𝜇𝑎 + 𝜇𝑠)𝐿(𝒓, 𝒔, 𝑡) je del svetlobne moči, ki se v majhnem volumnu na mestu 𝒓 bodisi 
sipa iz smeri s ali absorbira (negativni prispevek), 
 𝜇𝑠 ∫ 𝐿(𝒓, 𝒔, 𝑡)4𝜋 𝑝(𝒔, 𝒔
′)𝑑Ω′ je del svetlobne moči, ki se na mestu 𝒓 siplje iz smeri s' v 
prvotno smer s (pozitivni prispevek), 
 𝑄(𝒓, 𝒔, 𝑡) opisuje izvor svetlobne moči na mestu 𝒓, ki seva svetlobo v smeri s (pozitivni 
prispevek). 
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Pokožnica 
Pokožnica je vrhnja plast kože, njena debelina se odvisno od telesnega področja giblje med 75 in 
150 µm (Xu in Lu 2011). Sestavljena je iz večplastnega ploščatega poroženevajočega epitelijskega 
tkiva. Plasti so definirane glede na različne faze zorenja keratinocitov. V spodnji bazalni (stratum 
basale) in trnasti (stratum spinosum) plasti se nahajajo keratinociti, ki se delijo in tako omogočajo 
obnavljanje kože. Večina novonastalih celic se premika proti zgornjim plastem pokožnice, pri 
čemer se postopno polnijo s keratinom (t. i. proces poroženevanja). Ko v zgornji roženi plasti 
(stratum corneum) keratin popolnoma zapolni keratinocite, nastanejo tesno zbite odmrle ploščate 
celice, korneociti. Debelina rožene plasti je med 10 in 20 µm (Elias in Feingold 2006). Korneocite 
obdajajo epidermalni lipidi, ki so med poroženevanjem nastali iz razgrajenih celičnih membran 
keratinocitov. Rožena plast tako ovira vdor tujih snovi v organizem in preprečuje izhlapevanje 
vode iz telesa. Vsebnost vode v roženi plasti je približno 20 %, medtem ko v globljih plasteh 
pokožnice naraste na 70 % (Elias in Feingold 2006; Fajdiga 1998).  
Poleg keratinocitov, ki predstavljajo med 90 in 95 % vseh celic v pokožnici (Freinkel in 
Woodley 2001), se v bazalni plasti nahajajo tudi pigmentne celice – melanociti. V teh se 
proizvajajo melanosomi, z membrano obdani citoplazemski vezikli, v katerih se sintetizira in 
skladišči melanin (kožni pigment). Melanosomi prav tako prenašajo melanin v bližnje keratinocite, 
kjer prihaja do hitre razgradnje melanina. Razlike v barvi kože med različnimi rasami nastajajo 
zaradi razlik v številu, velikosti, obliki, porazdelitvi in intenzivnosti razgradnje melanosomov. Pri 
temnopoltih rasah so melanosomi ovalnih oblik ter odpornejši na razgradnjo, zato v višjih plasteh 
pokožnice dajejo koži značilno črno barvo. Pri svetlopoltih rasah so melanosomi manjši, okrogli, 
pogosto združeni v skupke in so hitreje razgradljivi, zato so prisotni le v spodnjih delih trnaste 
plasti (Kansky 2002).  
Usnjica 
Pod pokožnico se nahaja usnjica. Njena debelina se po telesu spreminja, običajno znaša med 0,5 
in 2 mm (Lee in Hwang 2002). Usnjica je iz vezivnega tkiva, ki ga sestavljajo kolagenska in 
elastinska vlakna, intersticij ter redke celice. Kolagenska vlakna dajejo koži mehansko odpornost 
in trdnost, medtem ko elastinska vlakna skrbijo za prožnost kože. V usnjici so prisotne tudi krvne 
in limfne žile, živci, izvodila znojnic ter lasni mešički (folikli) z lojnicami. V usnjici se nahajata 
dva pomembna žilna spleta. V zgornji tanjši plasti usnjice, imenovani papilarna plast (stratum 
pappilare), je na globini med 50 in 200 µm vrhnji žilni splet iz venul in kapilar. V spodnji plasti 
usnjice, imenovani retikularna plast (stratum retikulare), pa se na globini 1 mm nahaja globoki 
žilni splet iz večjih žil. Oba spleta oskrbujeta posamezne predele kože s potrebnimi snovmi in 
imata pomembno vlogo pri vzdrževanju stalne telesne temperature (Agache idr. 2004). 
Podkožje 
Podkožje je sestavljeno iz rahlega vezivnega tkiva, kjer vezivna vlakna, podaljšana iz usnjice, 
podkožno maščobo delijo v režnje. V njih so maščobne celice (adipociti), katerih volumen je v 
95 % zapolnjen z maščobno kapljico iz trigliceridov (Gurr idr. 1982; Bashkatov idr. 2005). V 
podkožju se nahajajo tudi večje krvne in limfne žile ter živci. Glavna naloga podkožja je zaščita 
globlje ležečih tkiv pred zunanjimi pritiski in udarci ter toplotna izolacija telesa, ki je mogoča 
zaradi slabe toplotne prevodnosti maščob. Debelina podkožja se razteza do 5 cm, odvisno od 
področja telesa, spola, starosti, rase in debelosti (Agache idr. 2004; Xu in Lu 2011).  
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1.2.2 ABSORPCIJA SVETLOBE V KOŽI 
Absorpcijo svetlobe v koži pretežno povzročajo naslednji kromoforji: deoksihemoglobin, 
oksihemoglobin, lipidi, voda in melanin. Njihovi absorpcijski spektri so prikazani na Sliki 1.4. 
 
Slika 1.4 Absorpcijski spektri kožnih kromoforjev: deoksihemoglobin (Zijlstra idr. 2000; Nachabe idr. 2010), 
oksihemoglobin (Zijlstra idr. 2000; Nachabe idr. 2010), lipidi (Nachabe idr. 2010), voda (Tuchin 2007) in melanin 
(1% melanosoma) (Jacques 2008). 
Hemoglobin 
Kri sestavljajo krvne celice in plazma. Slednja predstavlja 55 % krvi in je pretežno iz vode (92 %). 
Poleg tega vsebuje tudi beljakovine, elektrolite, hormone, pline, hranila in produkte celične 
presnove. Krvne celice delimo na rdeče (eritrocite) in bele krvničke (levkocite) ter na krvne 
ploščice (trombocite). Največ je eritrocitov (99,9%), ki po krvi prenašajo kisik in ogljikov dioksid. 
Vsebujejo hemoglobin, ki je sestavljen iz štirih polipeptidnih verig. V vsaki je vgrajena molekula 
hema s centralno postavljenim atomom železovega iona (Fe2+). Tako se lahko tekom oksigenacije 
v pljučih na eno molekulo hemoglobina reverzibilno vežejo štiri molekule kisika (Bresjanac in 
Rupnik 2002). Hemoglobin z vezanim kisikom imenujemo oksihemoglobin (HbO2), z izrazom 
deoksihemoglobin (Hb) pa poimenujemo hemoglobin brez kisika. Koncentracija hemoglobina v 
krvi pri zdravi osebi znaša od 135 do 150 g/l (Pocock idr. 2013). 
Hemoglobina je v koži največ v mikrovaskularni mreži usnjice, tipično na globini med 50 
in 500 µm (Baron 2009). Slika 1.4 prikazuje absorpcijska spektra HbO2 in Hb. Deoksihemoglobin 
ima najizrazitejše absorpcijske vrhove v VIS spektralnem območju pri 430 nm, 555 nm in 760 nm, 
medtem ko ima oksihemoglobin absorpcijske vrhove pri 415 nm, 540 nm in 576 nm. Vidna razlika 
v barvi venske in arterijske krvi je posledica različnih absorpcij svetlobe s strani oksihemoglobina 
in deoksihemoglobina. Skupni absorpcijski spekter hemoglobina je v literaturi pogosto 
predstavljen kot: 
𝜇𝑎,𝐻𝑏(𝜆) = 𝛼𝜇𝑎
𝑜𝑘𝑠𝑖𝐻𝑏(𝜆) + (1 − 𝛼)𝜇𝑎
𝑑𝑒𝑜𝑘𝑠𝑖𝐻𝑏(𝜆), (1.4) 
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1.2.3 SIPANJE SVETLOBE V KOŽI  
Med sipalce v koži uvrščamo kolagen, keratin, jedra celic, mitohondrije in tudi manjše celične 
komponente (npr. lizosome, membrane) (Boas idr. 2011). Reducirani sipalni koeficient kože v VIS 
in NIR spektralnem območju (Sliki 1.6) sestavljata tako Mievo kot Rayleighjevo sipanje. K sipanju 
v koži največ prispeva retikularni del usnjice, ki je iz kolagenskih in elastinskih vlaken z velikostmi 
med 60 in 100 nm. Ta se združujejo v večje snope, velikosti med 1 in 8 µm (Saidi idr. 1995), ki v 
NIR spektralnem območju povzročajo Mievo sipanje s šibko valovno odvisnostjo (𝜆−0.22). V 
nasprotju je v VIS spektralnem območju prevladujoče Rayleighjevo sipanje, ki ima močno 
valovno odvisnost (𝜆−4), povzročajo pa ga kolagenska in elastinska vlakna (Bashkatov idr. 2005). 
 
Slika 1.6 Reducirani sipalni koeficient kože v odvisnosti od valovne dolžine. Točke z napakami prikazujejo 
eksperimentalne meritve, izvedene na 21 vzorcih kože ex vivo. S polno črto sta prikazana posamezna prispevka 
Mievega in Rayleighjevega sipanja ter njun skupni prispevek k celotnemu sipanju (puščice). Slika je povzeta po 
predhodni študiji (Bashkatov idr. 2005).  
Reducirani sipalni koeficient kože izkazuje potenčno odvisnost od valovne dolžine (Graaff idr. 
1992; Mourant idr. 1997), zato se ga v literaturi pogosto opisuje z naslednjim izrazom:  
𝜇𝑠
′ (𝜆) = 𝑢(𝜆 𝜆0⁄ )
−𝑣, (1.6) 
kjer u predstavlja sipalno magnitudo [cm-1], v sipalno moč [-], λ0 pa valovno dolžino [nm], s katero 
normiramo vektor valovnih dolžin λ [nm].  
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1.2.4 DIAGNOSTIČNO OKNO 
Vdorno globino svetlobo v tkivu izračunamo iz valovno odvisnih optičnih lastnosti – 
absorpcijskega in sipalnega spektra (Enačba 1.7), zato tudi vdorna globina izkazuje odvisnost od 
valovne dolžine vpadne svetlobe. V močno sipajočih snoveh (npr. v koži) je vdorna globina 
svetlobe 𝛿𝑣𝑑𝑜𝑟𝑛𝑎 [cm] definirana kot razdalja, pri kateri se intenziteta svetlobe zmanjša za faktor 
e (na približno 37 %). Določena je z obratno vrednostjo efektivnega atenuacijskega koeficienta ueff 
[cm-1]: 
𝛿𝑣𝑑𝑜𝑟𝑛𝑎(𝜆) =
1
𝜇𝑒𝑓𝑓
=
1
√3𝜇𝑎(𝜆)(𝜇𝑎(𝜆) + 𝜇𝑠′ (𝜆))
. (1.7) 
Na Sliki 1.7 je prikazan primer vdorne globine kože, izračunane po Enačbi 1.7 iz podatkov na 
Sliki 1.5 in Sliki 1.6. Spektralno območje z veliko vdorno globino imenujemo diagnostično okno, 
ki je uporabno za diagnostične in terapevtske aplikacije (Anderson in Parrish 1981). Na Sliki 1.7 
diagnostično okno zavzema spektralno območje med 600 in 1350 nm. Vdorna globina je pri nizkih 
valovnih dolžinah omejena z absorpcijo hemoglobina, nad 1350 nm pa z absorpcijo vode. Največjo 
vdorno globino lahko opazimo pri valovni dolžini 1150 nm, kjer sta sipanje in absorpcija 
kromoforjev nizka.  
 
Slika 1.7 Vdorna globina svetlobe δvdorna kože na območju valovnih dolžin med 400 in 2000 nm. Izračun temelji na 
podatkih absorpcijskega in reduciranega sipalnega koeficienta kože (Bashkatov idr. 2005, Slika 1.5 in Slika 1.6). 
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Sonda 
Bistveni del sonde so optična vlakna, ki omogočajo prenos svetlobe od svetila do tkiva ter nato 
prenos povratne sipane svetlobe od tkiva do spektrometra. Razporeditev osvetlitvenih in 
sprejemnih vlaken na konici sonde določa vzorčno globino tkiva. Sonde z manjšimi razdaljami 
med osvetlitvenimi in sprejemnimi vlakni so primerne za vzorčenje površinskih plasti tkiva, 
medtem ko sonde z večjimi razdaljami omogočajo vzorčenje globljih plasti tkiva (Meglinsky in 
Matcher 2001).  
Vzorčna globina svetlobe je definirana kot globina, ki jo doseže 50 % fotonov, katerih pot se 
prične v osvetlitvenem in zaključi v sprejemnem optičnem vlaknu (Hennessy idr. 2014). Glede na 
pridobljene podatke Monte Carlo simulacij so Hennessy idr. (2014) določili empirični model 
vzorčne globine δvzorčna [cm]: 
𝛿𝑣𝑧𝑜𝑟č𝑛𝑎(𝜆) = 𝑎1 + 𝑎2 (
1
(1 + 𝑎3𝜇𝑎(𝜆))𝑎4
) (
1
(1 + 𝑎3𝜇𝑠′ (𝜆))𝑎4
). (1.8) 
kjer je 𝜇𝑎 absorpcijski koeficient [cm
-1], 𝜇𝑠
′  reducirani sipalni koeficient [cm-1] ter a1 [cm], a2 [cm], 
a3 [cm] in a4 [-] štirje empirično določeni parametri, ki so odvisni od razdalje med osvetlitvenim 
in sprejemnim vlaknom r [cm] in so bili določeni za izbrane premere optičnih vlaken d 
(Tabela 1.1). 
Tabela 1.1 Vrednosti parametrov a1, a2, a3 in a4 za različne premere vlaken (d1 in d2) ter različne razdalje med 
osvetlitvenim in sprejemnim vlaknom (r) (Hennessy idr. 2014).  
Premer vlakna 
[d1 in d2 (µm)] 
a1 a2 a3 a4 
50 0,187·r 1,87·r + 0,004 cm (2,80·r+0,16 cm)2/cm 0,85 
100 0,186·r 1,83·r + 0,010 cm (2,55·r+0,18 cm)2/cm 0,85 
200 0,183·r 1,81·r + 0,013 cm (2,31·r +0,19 cm)2/cm 0,85 
400 0,175·r 1,78·r+ 0,015 cm (1,87·r +0,22 cm)2/cm 0,85 
Slika 1.9 prikazuje izračun vzorčne globine (Enačba 1.8) za dve izbrani razdalji med osvetlitvenim 
in sprejemnim vlaknom. Vzorčna globina sonde z večjim r (0,1 cm) je skoraj dvakrat večja od 
sonde z manjšim r (0,048 cm). Z izbiro razdalje med osvetlitvenim in sprejemnim vlaknom tako 
posredno določimo, katero plast kože bomo opazovali. Glede na to, da je v njej intenzivnost sipanja 
nekajkrat večja od njene absorpcije, se izkaže, da vzorčno globino kože v največji meri zaznamuje 
sipanje (Baron 2009). 
 
Slika 1.9 Vzorčni globini dveh sond (premer optičnih vlaken 400 µm) pri razdaljah med vlakni: a) 0,048 cm in b) 
0,1 cm. Izračun temelji na podatkih absorpcijskega in reduciranega sipalnega koeficienta kože (Bashkatov idr. 2005, 
Slika 1.5 in Slika 1.6). 
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1.3.2 IZVEDBA MERITEV 
Meritev DR spektra vzorca izvedemo v treh korakih (Slika 1.10). Najprej zajamemo spekter belega 
standarda Io(λ), katerega odbojnost mora biti čim bolj neodvisna od valovne dolžine vpadne 
svetlobe, saj izmerjeni spekter služi kot referenčna ocena spektra vpadne svetlobe v vzorec. Nato 
zajamemo spekter pri ugasnjenemu svetilu D(λ), s čimer ovrednotimo temni odziv tipala, ki je v 
splošnem močno odvisen od temperature tipala. Nazadnje sondo prislonimo na opazovani vzorec 
in zajamemo spekter I(λ).  
 
Slika 1.10 Postopek meritve DR spektra v treh korakih. 
Vse tri pridobljene spektre uporabimo za izračun DR spektra R(λ) vzorca po sledeči dvotočkovni 
kalibracijski enačbi: 
𝑅(𝜆) =
𝐼(𝜆) − 𝐷(𝜆)
𝐼0(𝜆) − 𝐷(𝜆)
.  (1.9) 
Kadar proučujemo DR spektre tkiv, neposredna interpretacija le-teh ni mogoča, saj spektri 
odražajo preplet mnogih fizikalnih in bioloških lastnosti vzorca. Zato je potrebno spektralno 
informacijo zgostiti s pomočjo določitve optičnih lastnosti ali z izvedbo kemometrične analize. V 
nadaljevanju bomo omenjena načina podrobneje opisali. 
1.3.3 DOLOČANJE OPTIČNIH LASTNOSTI 
Modeliranje DR spektrov je osrednji del postopka, s katerim določamo optične lastnosti snovi. V 
splošnem želimo dobiti funkcijo, ki na podlagi vnesenih optičnih lastnosti in geometrijskih 
posebnosti eksperimentalne postavitve karseda dobro napove difuzno reflektanco R: 
𝑅 = 𝑓(𝜇𝑎, 𝜇𝑠, 𝑝(𝜃), 𝐺), (1.10) 
kjer je μa absorpcijski koeficient snovi, μs sipalni koeficient snovi, p(θ) fazna funkcija sipanja in 
G geometrijske ter ostale optične lastnosti eksperimentalne postavitve (npr. lomni količniki 
materialov).  
Napisali smo že, da je v vzorcih z večkratnim sipanjem svetlobe za opis širjenja svetlobe 
dobra BTE (Enačba 1.3). Reševanje BTE ne daje analitičnih rešitev, zato pogosto uporabimo 
poenostavitve. Najpogosteje predpostavljamo, da je svetlobno polje znotraj opazovane snovi 
skoraj izotropno. Tej predpostavki pravimo difuzijska aproksimacija BTE, ki med drugim 
omogoča analitične rešitve za polneskončen homogen medij v geometriji osvetlitvenega in 
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sprejemnega optičnega vlakna na neki razdalji (Farrell idr. 1992). DR model za ta primer opišemo 
z enačbo: 
𝑅(𝜇𝑎, 𝜇𝑠′ ) =
1
4𝜋
[𝑧0 (𝜇𝑒𝑓𝑓 +
1
𝜌1
)
𝑒−𝜇𝑒𝑓𝑓𝜌1
𝜌1
2 + (𝑧0 + 2𝑧𝑏) (𝜇𝑒𝑓𝑓 +
1
𝜌2
)
𝑒−𝜇𝑒𝑓𝑓𝜌1
𝜌2
2 ] ,  (1.11) 
𝑧0 =
1
𝜇𝑎 + 𝜇𝑠′
                                 [𝑧0] = cm, 
𝜇𝑒𝑓𝑓 = √3𝜇𝑎(𝜇𝑎 + 𝜇𝑠′)                         [𝜇𝑒𝑓𝑓] = cm
−1 , 
𝜌1 = √𝑟2 + 𝑧02                                [𝜌1] = cm, 
𝑧𝑏 = 2
1 + 𝑟𝑑
(1 − 𝑟𝑑)(3(𝜇𝑎 + 𝜇𝑠′))
      [𝑧𝑏] = cm, 
𝜌2 = √𝑟2 + (𝑧0 + 2𝑧𝑏)2                 [𝜌2] = cm, 
kjer je 𝜇𝑠
′ reducirani sipalni koeficient [cm-1], 𝜇𝑎 absorpcijski koeficient [cm
-1] in rd koeficient 
odboja difuzne svetlobe na meji medija in okolice [-]. Slednji je podan z izrazom: 𝑟𝑑 =
−1,44𝑛𝑟𝑒𝑙
−2 + 0,71𝑛𝑟𝑒𝑙
−1 + 0,67 + 0,0636𝑛𝑟𝑒𝑙, kjer je 𝑛𝑟𝑒𝑙 razmerje med lomnim količnikom tkiva 
in okolice (nrel = 1,37) (Sun idr. 2006). Spremenljivka r določa razdaljo med osvetlitvenim in 
sprejemnim optičnim vlaknom [cm]. Kljub poenostavitvam daje metoda točne rezultate predvsem 
v primerih, ko sipanje v snovi prevladuje nad absorpcijo, in ko je razdalja med izvornim ter 
sprejemnim optičnim vlaknom dovolj velika (tj. večja od 1/(μa + μ's)). 
V primerih, ko uporabljamo sonde z majhnimi razdaljami med optičnimi vlakni ali ko 
opazujemo snovi z nezanemarljivim prispevkom absorpcije, tega približka ne moremo uporabiti. 
V slednjem primeru moramo BTE reševati numerično, za kar uporabljamo metodo Monte Carlo. 
Metoda svetlobo obravnava kot fotone oziroma energijske pakete, ki so podvrženi naključnim 
procesom absorpcije in sipanja. S poznavanjem absorpcijskega koeficienta, sipalnega koeficienta, 
fazne funkcije in parametrov optičnih vlaken lahko poljubno natančno modeliramo DR spekter za 
skoraj vsako geometrijo. Ker je Monte Carlo stohastična metoda, moramo po snovi slediti 
velikemu številu fotonov (reda milijon), da dobimo ustrezni približek DR spektra. Ker lahko 
širjenja posameznih energijskih paketov po snovi obravnavamo neodvisno, je metoda pogosto 
implementirana na grafičnih procesorskih enotah v sklopu CUDA (Nvidia) (Alerstam 2011). 
Metoda za določanje optičnih lastnosti (μa, μ's) temelji na inverzni uporabi DR modelov 
(Slika 1.11). Pri tem s postopkom optimizacije prostih parametrov modela (npr. volumski deleži 
kromoforjev ci, parametri sipanja u in v) prilegamo modeliran DR spekter na izmerjeni DR spekter. 
Iz optimalnih vrednosti prostih parametrov nato ocenimo optične lastnosti snovi, za katero smo 
izmerili DR spekter (Sun idr. 2006, Kim in Wilson 2011).  
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1.3.4 KEMOMETRIČNA ANALIZA 
Področje kemometrije je široko interdisciplinarno področje, ki vključuje multivariatno statistiko, 
matematično modeliranje, računalniško obdelavo podatkov in analizno kemijo (Gemperline 2006). 
V doktorski disertaciji smo za analizo DR spektrov uporabili le majhen del kemometričnih metod, 
in sicer metode za predobdelavo spektrov, za zgoščevanje večrazsežnih podatkov in za razvrščanje 
spektrov vzorcev v razrede. Za razliko od postopkov določanja optičnih lastnosti pri kemometrični 
analizi obdelujemo spektre neposredno, kar pomeni, da kemometrični modeli ne vsebujejo 
spremenljivk o geometriji sonde in lastnostih tkiva (optične lastnosti). Posledično lahko tak model 
uporabimo le v pogojih, pri katerih je bil zgrajen. 
Predobdelava spektrov 
Multiplikativna sipalna korekcija (ang. multiplicative scatter correction, MSC) je metoda (Martens 
idr. 1983) predobdelave spektrov. Z njo izločimo del spektra, ki nastane zaradi sipanja. Pri tem 
predpostavimo, da sipanje povzroča spektralne spremembe, ki so aditivne in multiplikativne 
narave. Korekcija spektrov temelji na modelu, ki spekter xi opiše na naslednji način: 
𝑥𝑖 = 𝑎𝑖 + 𝑏𝑖𝑥𝑟𝑒𝑓 + 𝜖𝑖 , (1.12) 
pri čemer koeficienta ai in bi predstavljata aditivni oziroma multiplikativni dodatek. Za referenčni 
spekter xref se pogosto uporabi povprečni spekter preko vseh vzorcev. Ostanek 𝜖𝑖 vključuje vse 
ostale spremembe, ki niso posledica sipanja. Koeficienta ai in bi določimo za vsak posamezen 
spekter z metodo najmanjših kvadratov (ang. method of least squares). Na podlagi določenih 
koeficientov ai in bi se izmerjeni spekter xi popravi kot: 
𝑥𝑖
∗ =
𝑥𝑖 − 𝑎𝑖
𝑏𝑖
. (1.13) 
Metoda MSC predpostavlja, da je vpliv sipanja konstanten preko vseh valovnih dolžin, kar pa v 
splošnem ne velja. Težavo lahko delno odpravimo z razširjeno multiplikativno sipalno korekcijo 
EMSC (ang. extended multiplicative scatter correction), kjer korekcija spektra temelji na modelu, 
ki vključuje valovno odvisnost in linearno kombinacijo posameznih znanih spektrov: 
𝑥𝑖 = 𝑎𝑖 + 𝑏𝑖𝑥𝑟𝑒𝑓 +  ℎ𝑖[𝑥𝑧𝑛𝑎𝑛,1 𝑥𝑧𝑛𝑎𝑛,2   … ] + 𝑑𝑖𝜆+𝑒𝑖𝜆
2 + 𝜖𝑖, (1.14) 
kjer sta ai in bi aditivni oz. multiplikativni koeficient, hi vektor koeficientov znanih spektrov, di in 
ei sta koeficienta valovno odvisne korekcije ter 𝜖𝑖 ostanek neopisane informacije (Martens idr. 
2003).  
Zgoščevanje spektralnih podatkov 
Metoda glavnih osi (ang. principal component analysis, PCA) je v spektroskopiji pogosto 
uporabljena multivariatna tehnika. Glavni namen PCA je zgoščevanje več razsežnih podatkov, kar 
pomeni, da poizkušamo s čim manjšim številom spremenljivk, t. i. glavnih osi (ang. principal 
components), opisati čim večji del variabilnosti vhodnih podatkov. DR spektri sestojijo iz 
vrednosti, izmerjenih pri mnogih valovnih dolžinah (vhodne spremenljivke), s PCA-jem pa lahko 
to večrazsežnost zgostimo v samo nekaj glavnih osi. To nam omogoča hitrejšo in lažjo nadaljnjo 
analizo. Projekcije vrednosti starih spremenljivk v novem prostoru glavnih osi imenujemo PCA 
uteži (ang. scores). Te lahko kasneje služijo kot značilnice v procesu razvrščanja. Komponente 
glavnih osi (ang. loadings) pa opisujejo, katere izmed vhodnih spremenljivk (valovnih dolžin) 
imajo največji doprinos k posamezni glavni osi (Sadecka in Tothova 2007).  
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Matematično lahko zapišemo PCA v naslednji obliki: 
𝑋 = ?̂??̂?𝑇 + 𝐸, (1.15) 
pri čemer je X podatkovna matrika, ?̂? matrika PCA uteži in ?̂? ortogonalna matrika komponent 
izbranih glavnih osi. Produkt ?̂??̂?𝑇 predstavlja zgoščen zapis podatkov z napako E (Brereton 2009). 
Za razgradnjo podatkovne matrike X se najpogosteje uporabljajo trije načini: 1) direktni razcep 
kovariančne matrike XXT na lastne vrednosti, 2) razcep X na singularne vrednosti SVD (Golub in 
Reinsch 1970) ter 3) iterativni postopek NIPALS (Wold idr. 1987). 
Razvrščanje spektrov vzorcev v razrede 
Razvrščanje je proces razporejanja vzorcev v razrede, ki temelji na njihovih značilnicah 
(Duda idr. 2000). Značilnice so lastnosti vzorca, pomembne za njegovo razpoznavanje (npr. PCA 
uteži, koeficientov EMSC, optičnih lastnosti, ipd.). Obstajata dva načina razvrščanja: 
nenadzorovano in nadzorovano. Njuna poglavitna razlika je v informaciji o učni množici, ki jo 
uporabimo za učenje razvrščanja. Pri nenadzorovanem učenju ne poznamo števila razredov in 
posledično tudi pripadnosti spektrov k posameznemu razredu, medtem ko pri nadzorovanem 
učenju razpolagamo s podatki o pripadnosti spektrov razredom. V okviru doktorske disertacije 
smo se posluževali le razvrščanja z nadzorovanim učenjem.  
Potek razvrščanja (Slika 1.12) začnemo z gradnjo razvrščevalnika, kar vključuje učenje 
razvrščevalnika na učni množici. V naših raziskavah je to temeljilo na kvadratni diskriminantni 
analizi (QDA) (Brereton, 2009). Tako naučen razvrščevalnik vrednotimo na validacijski množici. 
Če z rezultati nismo zadovoljni, je potrebno izbrati novo kombinacijo značilnic in ponoviti 
postopek učenja. Izbiro značilnic smo izvedli s sekvenčnim naprej drsečim izbirnim postopkom 
(SFFS) (Pudil idr. 1994). Zgrajen razvrščevalnik nato testiramo na neodvisni testni množici. V ta 
namen pri biomedicinskih aplikacijah najpogosteje izračunamo občutljivost in specifičnost 
razvrščevalnika za vsak razred vzorcev (Likar 2008). Občutljivost je definirana kot razmerje med 
resnično pozitivnimi rezultati (TP) in vsoto resnično pozitivnih (TP) in lažno negativnih rezultatov 
(FN): 
𝑜𝑏č𝑢𝑡𝑙𝑗𝑖𝑣𝑜𝑠𝑡 =
𝑇𝑃
𝑇𝑃 + 𝐹𝑁
. (1.16) 
Medtem ko je specifičnost definirana kot razmerje med resnično negativnimi rezultati (TN) in 
vsoto resnično negativnih (TN) in lažno pozitivnih rezultatov (FP): 
𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖č𝑛𝑜𝑠𝑡 =
𝑇𝑁
𝑇𝑁 + 𝐹𝑃
. (1.17) 
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1.4.2 VPLIV KONTAKTNEGA PRITISKA NA SPEKTRE 
S predhodno opisanimi metodami se je proučevalo vpliv kontaktnega pritiska na DR spektre 
različnih vrst tkiv. Kratki povzetki nekaterih študij in njihove bistvene ugotovitve so predstavljene 
v nadaljevanju. 
Sistem z utežmi je bil uporabljen za ugotavljanje vpliva kontaktnega pritiska na srcu in 
jetrih podgan in situ (Ti in Lin 2008). Meritve so bile izvedene pri štirih vrednostih kontaktnega 
pritiska (25,8 kPa, 33,2 kPa, 40,6 kPa in 48,0 kPa) v spektralnem območju od 400 do 900 nm. 
Opazili so naraščanje difuzne reflektance med 450 in 600 nm in spremembo dvojnega profila 
minimuma spektra v enojnega med 500 in 600 nm.  Spremembe so pripisali izpodrivu krvi iz tkiva 
in spremembi oksihemoglobina v deoksihemoglobin, ki ju povzroča kontaktni pritisk sonde. 
Vogt idr. (2012) so z uporabo tehtnice proučevali prašičjo kožo ex vivo. Kontaktne pritiske 
so zvezno aplicirali med 0 in 10 MPa ter opazovali spremembe DR spektrov v spektralnem 
območju od 500 do 700 nm. Ugotovili so, da je med postopnim pritiskanjem preko celotnega 
območja kontaktnih pritiskov DR naraščala, kar naj bi bila po njihovi hipotezi posledica tanjšanja 
vzorca in spreminjanja vzorčne globine. Poleg takojšnjega spektralnega odziva na kontaktni pritisk 
so opazovali tudi stresno relaksacijo tkiva po apliciranju kontaktnega pritiska. Pri tem so opazili 
trend zmanjševanja DR in reduciranega sipalnega koeficienta, ki nastane zaradi lokalne dehidracije 
tkiva in zmanjševanja gostote sipalcev ob stiskanju vzorca.  
Obsežnejša analiza vpliva kontaktnega pritiska na kožo in vivo je bila izvedena z metodo 
z umerjeno vzmetjo (Lim idr. 2011). Področja opazovanja so bila omejena na tri različna merilna 
področja kože (vrat, prst in čelo). Proučevali so vpliv šestih stopenj kontaktnega pritiska (9 kPa, 
22 kPa, 42 kPa, 77 kPa, 124 kPa in 152 kPa) na DR in na absorpcijski ter reducirani sipalni 
koeficient med 400 in 700 nm. Absorpcijski koeficient se je s kontaktnim pritiskom opazno 
zmanjševal na vseh treh področjih merjenja, kar so pripisali stiskanju žil in s tem ustavitvi krvnega 
pretoka, kar spremeni morfologijo tkiva. Pri DR in sipanju enakega trenda spreminjanja niso 
opazili. Pri kontaktnem pritisku sonde na vrat sta se DR in sipanje zmanjšala, medtem ko sta se na 
čelu povečevala. Razlog za to naj bi bila drugačna morfologija tkiv. Na čelu je namreč koža v 
primerjavi z vratom zelo blizu kosti, kar ob aplikaciji kontaktnega pritiska preprečuje usnjici, da 
bi se pogreznila v globlje plasti. Pri tem vzorčenje zajame večji del usnjice, bogate z močno 
sipajočim kolagenom. 
V študiji z avtomatskim sistemom (Chen idr. 2005), ki je in vivo proučevala kožo na dlani 
v spektralnem območju od 1100 do 1700 nm, so ugotovili, da DR s povečevanjem kontaktnega 
pritiska pada. V tej študiji so se osredotočili predvsem na časovni spektralni odziv tkiva na hitre 
spremembe kontaktnega pritiska med 32 in 75 kPa. DR je izkazala znatne spremembe tekom prvih 
30 sekund meritev. Spremembe so pripisovali deformaciji tkiva in s tem povezanimi spremembami 
optičnih lastnosti.  
Rezultati omenjenih študij kažejo na to, da kontaktni pritisk vpliva na DR spektre tkiv tako 
v VIS kot v NIR spektralnem območju. Nekatere študije obravnavajo te spremembe kot motnje in 
jih poskušajo izločiti, medtem ko druge želijo iz kontaktnih pritiskov pridobiti dodatno informacijo 
o tkivu. Obojim je skupna potreba po natančnem avtomatskem sistemu, ki bi omogočal 
nadzorovano zajemanje tako spektralne kot pritiskovne informacije. 
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Avtomatski sistem za sočasni zajem kontaktnega pritiska in difuzno 
reflektančnih spektrov v vidnem in bližnjem infrardečem 
spektralnem območju 
 
Prirejeno po:  
Bregar, Bürmen, Aljančič, Cugmas, Pernuš in Likar. (2014) "Contact pressure-aided 
spectroscopy". Journal of Biomedical Optics, 19(2), 020501. 
POVZETEK 
Večina obstoječih metod za sočasni zajem kontaktnega pritiska in difuzno reflektančnih spektrov 
uporablja pristope s številnimi omejitvami. Med njimi velja posebej izpostaviti nenatančne meritve 
kontaktnega pritiska, neskladnost med merilnim področjem in stično površino sonde ter 
uporabnost, omejeno le na določena merilna področja. Z željo po sočasnem zajemu kontaktnega 
pritiska in difuzno reflektančnih spektrov smo razvili nov avtomatski sistem, ki v celoti odpravlja 
pomanjkljivosti obstoječih merilnih sistemov. Ponovljivost razvitega avtomatskega sistema smo 
preverili ex vivo na prašičji ter in vivo na človeški koži. Za upodobitev pridobljenih podatkov 
avtomatskega sistema smo predlagali uporabo spektralno pritiskovne ravnine.  
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2.1 UVOD 
Difuzno reflektančna spektroskopija je neinvazivna spektroskopska tehnika, ki se uporablja za 
proučevanje optičnih lastnosti mehkih tkiv. Ta so pogosto težko dostopna, zato se v biomedicinskih 
aplikacijah poslužujemo sond. Da se zagotovi optična sklopitev med sondo in vzorcem ter večja 
ponovljivost meritev (Chen idr. 2005), sondo prislonimo k tkivu. Kontaktni pritisk, ki ga preko 
sonde apliciramo na vzorec, povzroči povratne deformacije v koži ter v tkivih pod njo. Posledično 
to spremeni tudi njihove optične lastnosti, zato ob apliciranem kontaktnem pritisku zajamemo 
spremenjene DR spektre.  
V večini študij (Chen idr. 2005; Chan idr. 1996; Lim idr. 2011; Shangguan idr. 1998; 
Atencio idr. 2009; Ti in Lin 2008; Cerussi idr. 2009; Nath idr. 2004) je vpliv kontaktnega pritiska 
na spektre obravnavan kot motnja, nekateri pa so izpostavili njegovo uporabnost v DR 
spektroskopiji. Pri ex vivo študiji na vzorcih prašičje kože so pokazali, da se s kontaktnim pritiskom 
sipanje v tkivu zmanjša, kar povzroči povečanje vzorčne globine (Vogt idr. 2012). Pri drugi študiji 
so ugotovili, da je odziv spektrov na kontaktni pritisk unikaten in bi lahko služil kot dodatni vir 
informacij za razvrščanje mehkih tkiv (Cugmas idr. 2013).  
Obstoječe študije o vplivu kontaktnega pritiska na DR spektre so se posluževale različnih 
načinov apliciranja in merjenja kontaktnega pritiska. Večina merilnih sistemov se je izkazala 
uporabnih le za ex vivo meritve (Chan idr. 1996; Shangguan idr. 1998; Vogt idr. 2012), nekateri pa 
so bili omejeni na stopenjsko povečevanje intenzitete kontaktnega pritiska (Lim idr. 2011; Atencio 
idr. 2009; Ti in Lin 2008) in na točno določena tkiva (Carp idr. 2006; Cugmas idr. 2013). Poleg 
tega se je kontaktni pritisk meril zgolj posredno (Cerussi idr. 2009), je bil odvisen od operaterja 
(Nath idr. 2004) ali ni bil zajet sočasno s spektralno informacijo (Chen idr. 2005). 
Obstoječi sistemi ne zagotavljajo zahtevane natančnosti in uporabnosti, potrebnih za 
celovito proučevanje vpliva kontaktnega pritiska na DR spektre mehkih tkiv, zato smo v ta namen 
razvili nov avtomatski sistem, pri katerem smo odpravili vse naštete pomanjkljivosti obstoječih 
sistemov.  
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2.2.2 MERJENJE SILE  
Merjenje sile je osnovano na piezo-uporovnem tipalu, ki je nameščeno na nosilec sonde. Piezo-
uporovna tipala pri svojem delovanju izkoriščajo piezo-uporovni efekt, pri katerem se specifična 
upornost spreminja z mehansko napetostjo v tipalu. Na območju elastičnega raztezka velja, da sta 
aplicirana sila in mehanska napetost v tipalu povezani s Hookovim zakonom: 
𝜎 = 𝐸 ∙ 𝜀, (2.1) 
pri čemer je 𝜎 mehanska napetost [N/mm2], 𝜀 deformacija [-] in E Youngov elastični modul 
[N/mm2]. Piezo-uporovni material, ki smo ga uporabili za merjenje mehanske napetosti, je silicij 
p-tipa, katerega specifična upornost 𝜌 [Ωcm] je opisana z naslednjim izrazom:  
𝜌 =
1
𝑞0𝜇𝑛𝑛 
, (2.2) 
kjer je q0 osnovni naboj [As], µn mobilnost prostih nosilcev v polprevodniku [cm2/Vs] in n njihova 
koncentracija [1/cm3]. Ob spremembi mehanske napetosti silicija pride do spremembe v 
mobilnosti in koncentraciji nosilcev, kar se odraža v spremembi upornosti. Podrobnejša razlaga 
sprememb je osnovana na kvantnomehanski obravnavi razmer v polprevodniku in je natančneje 
opisana drugje (Sze 1994).  
Za merjenje sile smo izdelali nosilec sonde, preko katerega se mehanske napetosti 
učinkovito prenašajo na piezo-uporovno tipalo. Nosilec sonde je izdelan iz nerjavečega jekla 
(AISI 304), s termično prevodnostjo 16,2 W/mK in Youngovim elastičnim modulom 193 GPa. 
Dimenzije nosilca sonde (Slika 2.3) so bile izbrane na podlagi želene občutljivosti tipala. Pri 
načrtovanju dolžine nosilca smo poleg občutljivosti merilnega sistema upoštevali tudi to, da 
primerna razdalja med merilnim mestom in piezo-uporovnim tipalom preprečuje vpliv 
temperaturnega gradienta, ki se med meritvijo lahko pojavi v nosilcu. Na ta način smo znatno 
izboljšali kakovost meritev.  
 
Slika 2.3 Dimenzije nosilca sonde. 
Za pritrditev piezo-uporov na nosilec sonde smo uporabili komercialno dvokomponentno 
lepilo na osnovi epoksidnih smol (UHU plus endfest 300), ki je bilo sušeno pri 180 °C. Opisani 
način montaže dopušča obremenitve lepljenih delov do 3000 N/cm2, kar je zadovoljivo za 
učinkovit prenos mehanske napetosti z nosilca na tipalo. Po lepljenju piezo-uporov smo uporovne 
kontakte povezali s kabelskim vmesnikom preko standardnih mikroelektronskih zlatih žic 
(premera 25 µm).  
Uporabljeno piezo-uporovno tipalo sestavljajo štirje difundirani piezo-upori, povezani v 
Wheatstonov mostič (Slika 2.4), ki izniči temperaturno odvisnost posameznih uporov. Slednjo 
lahko v prvem približku opišemo z linearno odvisnostjo: 
𝑅 =  𝑅0(1 + 𝛼𝑅Δ𝑇), (2.3) 
kjer sta R in R0 upornosti pri temperaturah, ki se razlikujeta za ΔT, ter αR temperaturni koeficient 
upornosti. Vsi štirje upori (dimenzije 3,1 mm × 1,3 mm × 0,4 mm, 380 Ω) so bili izdelani na isti 
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pri čemer sta λ1 in λ2 začetna in končna valovna dolžina izbranega spektralnega območja ter R(λ, t) 
DR spekter pri določenem času t. 
Za prikaz sprememb DR spektrov v odvisnosti od kontaktnih pritiskov smo predlagali 
spektralno pritiskovno ravnino. Za ta namen smo nad DR spektri Rp(λ), zajetimi pri različnih 
kontaktnih pritiskih (p), izvedli normalizacijo s spektrom, zajetim pri kontaktnem pritisku 
0 kPa (R0(λ)). 
𝑟𝑝(𝜆) =
𝑅𝑝(𝜆) − 𝑅0(𝜆)
𝑅0(𝜆)
. (2.8) 
Izračunani normalizirani spektri so služili za učinkovito upodobitev spektralnih sprememb kot 
funkcijo apliciranega kontaktnega pritiska v t. i. spektralno pritiskovni ravnini P(rp(λ), p).  
Potek eksperimentov 
V prvem delu študije smo izvedli primerjavo med avtomatskim načinom in dvema ročnima 
načinoma zajema DR spektrov. Primerjava je bila izvedena na izbranem merilnem področju ex 
vivo vzorca prašičje noge (Slika 2.10). Z izbiro ex vivo vzorca smo izključili vplive zunanjih 
dejavnikov (npr. tresenje vzorca) in na ta način tudi omogočili merjenje kontaktnih pritiskov, ki 
jih apliciramo z uporabo ročnih sond (uporaba sistema v vlogi tehtnice s Slike 2.9). Z vsakim od 
treh načinov zajema DR spektrov je bilo izvedenih dvajset meritev. Pri vsaki meritvi je bila sonda 
prislonjena v kontakt z vzorcem dve sekundi. Med meritvami smo počakali 30 sekund, s čimer 
smo zagotovili povrnitev vzorca kože v prvotno stanje. Avtomatski način zajema je bil izveden z 
avtomatskim sistemom, ki je izvajal enakomerno aplikacijo kontaktnega pritiska od 0 do 70 kPa s 
hitrostjo 5 mm/s. Izbrani izhodiščni položaj sonde pred meritvijo je bil 80 mm nad vzorcem. Ko 
je kontaktni pritisk dosegel 70 kPa, se je sonda ustavila za dve sekundi in se vrnila nazaj v 
izhodiščni položaj. Izvajanje ročnih zajemov je potekalo na dva načina. Pri prvem je operater 
uporabljal ročno sondo z umerjeno vzmetjo (Poglavje 1, Slika 1.13c). Zaradi primerljivosti meritev 
z avtomatskimi meritvami je bila vzmet ročne sonde predhodno umerjena na 70 kPa. Pri doseganju 
željenega kontaktnega pritiska je operaterju pomagala označba na sondi. Pri drugem načinu 
ročnega zajema je operater uporabil ročno sondo brez umerjene vzmeti, pri čemer jo je poizkušal 
aplicirati na vzorec z enakim kontaktnim pritiskom kot ga je izvajal pri ročni sondi z umerjeno 
vzmetjo. 
V drugem delu študije smo zajemali podatke na štirih ex vivo vzorcih in štirih in vivo 
vzorcih, pri čemer smo uporabljali le avtomatski sistem. Ta nam je zagotovil enakomerno 
aplikacijo kontaktnega pritiska od 0 do 150 kPa s hitrostjo 5 mm/s. Vsako meritev smo ponovili 
dvajsetkrat z vmesnim premorom 30 sekund, s čimer smo zagotovili povrnitev vzorca v prvotno 
stanje. Pridobljene rezultate smo uporabili za prikaz zajema podatkov z avtomatskim sistemom in 
vivo meritev ter predstavitev spektralno pritiskovne ravnine ex vivo in in vivo vzorcev. 
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POGLAVJE 3 
Študija variabilnosti kontaktnih pritiskov pri ročnem zajemanju 
difuzno reflektančnih spektrov 
 
Prirejeno po: Bregar, Cugmas, Naglič, Hartmann, Pernuš, Likar in Bürmen. (2015) 
"Characterization of the probe contact pressure in diffuse reflectance spectroscopy". Članek v 
recenziji. 
POVZETEK 
Operater pri ročnem zajemu difuzno reflektančnih spektrov rahlo prisloni sondo k tkivu, da doseže 
boljšo optično sklopitev in prepreči zajem zrcalno odbite svetlobe s površine vzorca. Pojem 
rahlega pritiska je subjektivne narave in se med operaterji močno razlikuje, kar lahko bistveno 
vpliva na kvaliteto zajetih difuzno reflektančnih spektrov. Dosedanje študije so bile predvsem 
usmerjene v analizo rahlih kontaktnih pritiskov pri izbranih aplikacijah. Analize so bile izvedene 
na enostavnih tehtnicah, ki niso omogočale kontinuiranega spremljanja kontaktnih pritiskov. V 
naši raziskavi smo s kontinuiranim spremljanjem kontaktnih pritiskov in difuzno reflektančnih 
spektrov ovrednotili kontaktne pritiske ročnih meritev v odvisnosti od različnih operaterjev, stične 
površine sond in mehanskih lastnosti vzorcev. Glede na pridobljene rezultate smo predlagali 
smernice za vrednotenje rahlih kontaktnih pritiskov ročnih meritev.  
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3.1 UVOD 
Difuzno reflektančna spektroskopija je neinvazivna optična tehnika, ki se je izkazala za učinkovito 
v številnih biomedicinskih aplikacijah, med drugim za detekcijo rakavih tkiv (npr. raka požiralnika 
(Wallace idr. 2000), trebušne slinavke (Wilson idr. 2009), dojke (Palmer idr. 2006), debelega 
črevesja (Rodriguez-Diaz idr. 2011), jajčnikov (Utzinger idr. 2001) in kože (Salomatina idr. 2006; 
Alejandro Garcia-Uribe 2012; Cugmas idr. 2015)) ter za določanje optičnih lastnosti mehkih tkiv 
(Tseng idr. 2009; Bargo idr. 2005; Nichols idr. 2012; Rajaram idr. 2008). Operater pri postopku 
zajemanja DR spektrov sondo rahlo prisloni k tkivu z namenom doseganja boljše optične sklopitve 
ter preprečitve zajema zrcalno odbite svetlobe s površine vzorca. Pri tem pride do rahlega 
kontaktnega pritiska na vzorec, ki lahko povzroči povratne deformacije tkiv in s tem spremembe 
v zajetih DR spektrih (Lim idr. 2011; Ti in Lin 2008; Chang idr. 2011; Ruderman idr. 2010; Reif 
idr. 2008). Ponovljivost meritev je tako v veliki meri odvisna od operaterja in njegove zmožnosti 
apliciranja enakih intenzitet kontaktnega pritiska, saj običajne ročne sonde niso opremljene s tipali 
kontaktnih pritiskov. Poznavanje kontaktnih pritiskov je pomembno, saj lahko le na ta način 
ovrednotimo, kako ponovljive so meritve in ali je zaznana sprememba v DR spektrih posledica 
različnih sestav vzorcev ali zajema DR spektrov pri drugačnem kontaktnem pritisku. 
Večina študij, v katerih so operaterji uporabljali ročne sonde, podaja kontaktni pritisk med 
meritvami le kvalitativno, s t. i. rahlim pritiskom. Nekatere študije so rahel kontaktni pritisk tudi 
kvantitativno opredelile, vendar le za točno določen vzorec in za točno določeno stično površino 
sonde. Najpogosteje so rahel kontaktni pritisk določili s tehtnico, na katero so položili fantom, ki 
je ponazarjal proučevani vzorec. Z odčitavanjem spremembe mase na tehtnici so pridobili podatek 
za izračun sile teže, z upoštevanjem stične površine sonde pa so določili kontaktni pritisk. V prvi 
študiji (Ruderman idr. 2010), kjer so proučevali ustno sluznico s polarizacijsko spektroskopijo, so 
za fantom uporabili glino, na katero je operater pritiskal sondo s stično površino 4,71 mm2. 
Ocenjeni rahel kontaktni pritisk je bil v območju med 9 in 12 kPa (0,04 do 0,06 N). Druga študija 
(Shim idr. 2000) je ocenjevala aplikacijo rahlega kontaktnega pritiska pri rutinski endoskopiji. Za 
fantom so uporabili izrezano prašičjo mišico, na katero je operater pritiskal s sondo s stično 
površino 3,14 mm2. Rahel kontaktni pritisk je v povprečju znašal 90,2 kPa (0,28 N) s standardnim 
odklonom 23,5 kPa (0,07 N). V tretji študiji (Nath idr. 2004) so sodelovali štirje operaterji, ki so s 
fluorescenčno spektroskopijo proučevali tumorska tkiva na materničnem vratu. Uporabili so sondo 
s stično površino 19,63 mm2. Za fantom materničnega vratu so uporabili piščančje prsi, na katere 
so pritiskali s kontaktnim pritiskom med 17 in 33 kPa (0,34–0,65 N). Tudi v četrti študiji (Pence 
idr. 2013), kjer so preučevali kožo z Ramansko spektroskopijo, so za fantom uporabili piščančje 
prsi. Pri rahlem pritiskanju petih operaterjev je bila ocenjena le povprečna kontaktna sila (4,4 mN) 
in njen standardni odklon (2,9 mN). Velikost stične površine sonde za izračun kontaktnega pritiska 
ni bila podana. 
Iz obstoječih študij težko sklepamo, kako določeni dejavniki, kot so površina sonde, 
mehanske lastnosti vzorca in operaterji, vplivajo na variabilnost rahlega kontaktnega pritiska. 
Primarni cilj naštetih študij ni obsegal vrednotenja rahlih kontaktnih pritiskov ročnih meritev, zato 
so opisi povzetih metodologij pogosto pomanjkljivi in skromni. Kljub temu je na podlagi 
rezultatov mogoče opaziti velike razlike med študijami, kar je najverjetneje posledica različnih 
mehanskih lastnosti vzorcev, operaterjev in različnih velikosti stičnih površin uporabljenih sond. 
Slabost opisanih študij pri ocenjevanju kontaktnih pritiskov je bila uporaba fantomov, pri katerih 
so subjektivno predpostavili podobnost mehanskih lastnosti s proučevanim vzorcem. Poleg tega 
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so za fantome pogosto izbrali ex vivo biološka tkiva (npr. mišica prašiča in piščančje prsi), ki za 
dolgotrajne študije niso primerna, saj so neobstojna in se jim mehanske lastnosti s časom 
spreminjajo. 
V naši študiji smo za proučevani vzorec izbrali človeško kožo, ki je pogosto predmet 
raziskave v študijah z DR spektroskopijo (Devpura idr. 2011; Murphy idr. 2005; Rajaram, 
Reichenberg idr. 2010; Skala idr. 2007; Rajaram, Aramil idr. 2010; Bregar idr. 2015). Zaradi 
raznolike debeline in strukture ter sestave spodaj ležečih tkiv se koži spreminjajo mehanske 
lastnosti glede na izbrano merilno področje telesa. Posledično je prvi korak naše študije vključeval 
vrednotenje mehanskih lastnosti izbranih merilnih področij kože in vivo. Na podlagi pridobljenih 
rezultatov smo izdelali tri različne silikonske fantome. V drugem delu študije smo s kontinuiranim 
spremljanjem kontaktnih pritiskov in DR spektrov ovrednotili rahle kontaktne pritiske ročnih 
meritev glede na različne operaterje, stične površine sond in mehanske lastnosti silikonskih 
fantomov. 
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3.2.2 VREDNOTENJE RAHLEGA KONTAKTNEGA PRITISKA ROČNIH MERITEV 
Eksperimentalna oprema 
Merilni sistem, ki smo ga uporabili za oceno apliciranja rahlega kontaktnega pritiska na vzorce 
različnih vtisnih trdnosti, je prikazan na Sliki 3.4. 
 
Slika 3.4 a) Sistem za merjenje kontaktnega pritiska (sile) in b) stične površine uporabljenih sond. 
Za ročni zajem DR spektrov smo uporabili sondo (FCR-19IR200-2-ME, Avantes), ki smo 
jo povezali s spektrometrom (NIR-512L-1.7T1, 901 do 1685 nm, Control Development) in 
halogenskim svetilom (Avantes, Avalight-HAL). Osnovni zunanji premer sonde je bil 6,35 mm 
(stična površina 31,7 mm2), ki smo ga lahko povečali s pomočjo dveh cilindričnih nastavkov z 
zunanjima premeroma 14,2 mm in 20 mm (stični površini 158,4 mm2 in 314,2 mm2) (Slika 3.4b). 
Merilna postavitev je vključevala nosilec fantoma, opremljen z merilcem sile, sočasno pa smo 
preko sonde zajemali spektralne podatke.  
Potek eksperimentov 
Študija je vključevala deset izkušenih operaterjev, ki so pri izvajanju rahlega kontaktnega pritiska 
na silikonski fantom upoštevali sledeča navodila: a) sondo približaj silikonskemu fantomu v 
pravokotni smeri, b) med izvedbo rahlega pritiska ohrani popolni kontakt med sondo in 
silikonskim fantomom, c) rahel pritisk sonde na silikonski fantom naj traja približno 3 sekunde. 
Operaterji so meritve izvajali naključno preko vseh treh silikonskih fantomov (S1, S2 in S3) in vseh 
treh stičnih površin sonde (A1, A2 in A3). Za vsako kombinacijo vtisne trdnosti silikonskega 
fantoma in stične površine sonde so morali operaterji izvesti dvajset meritev, pri čemer je bil med 
zaporednima meritvama 30-sekundni premor. Za pomoč pri izvajanju eksperimenta smo izdelali 
uporabniški vmesnik, ki je glasovno in vizualno vodil operaterje skozi opisani merilni protokol. S 
tem smo namreč zagotovili enake pogoje za vse operaterje.  
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Druga veličina predstavlja variabilnost kontaktnih pritiskov operaterja 𝑣𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎
𝑂,𝑆,𝐴  in opisuje 
variabilnost kontaktnih pritiskov v okviru množice meritev istega operaterja. Definirana je kot 
standardni odklon intenzitet kontaktnih pritiskov ?̅?𝑖
𝑂,𝑆,𝐴 preko N ponovitev meritve: 
𝑣𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎
𝑂,𝑆,𝐴 = std(?̅?𝑖
𝑂,𝑆,𝐴), 𝑖 = 1,2,3 … 𝑁. (3.3) 
Tretja veličina je variabilnost kontaktnih pritiskov med operaterji 𝑣𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟
𝑆,𝐴 . Določena je kot 
standardni odklon povprečnih vrednosti intenzitet kontaktnih pritiskov preko vseh operaterjev:  
?̅?𝑂,𝑆,𝐴 = mean(?̅?𝑖
𝑂,𝑆,𝐴), 𝑖 = 1,2,3, … 𝑁, 
𝑣𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟
𝑆,𝐴 = std(?̅?𝑂,𝑆,𝐴). (3.4) 
Poleg veličin za karakterizacijo predhodno opisanih variabilnosti smo definirali tudi povprečno 
vrednost kontaktnih pritiskov za posamezen silikonski fantom S in stično površino sonde A. Ta je 
podana kot povprečna vrednost kontaktnih pritiskov preko celotne množice ponovitev meritev in 
preko vseh operaterjev: 
?̅?𝑆,𝐴 = mean(?̅?𝑂,𝑆,𝐴). (3.5) 
Poleg določevanja kontaktnih pritiskov sond smo opazovali tudi časovno dinamiko 
meritev. Za ta namen smo določili tri časovne značke (Slika 3.5):  
1) časovna značka ts označuje začetni stik med sondo in površino vzorca,  
2) časovna značka t90 označuje trenutek, ko aplicirani kontaktni pritisk doseže 90 % 
povprečnega ustaljenega kontaktnega pritiska  ?̅?𝑖
𝑂,𝑆,𝐴 in  
3) časovna značka to označuje optično sklopitev sonde in vzorca.  
Časovno značko to določimo iz časovnega poteka povprečne vrednosti DR spektrov. Na Sliki 3.5b 
je prikazan tipični primer časovnega poteka povprečne vrednosti DR spektrov med pritiskanjem 
sonde (stična površina A1) na silikonski fantom S1. Časovni potek povprečnih vrednosti DR 
spektrov je razdeljen na tri območja. V prvem območju RI se sonda pomika proti površini 
silikonskega fantoma, dokler ne pride do optične sklopitve med sondo in silikonskim fantomom. 
V tej točki (časovna značka t0), ki nakazuje začetek drugega področja RII, se DR spekter ustali. 
Velja  omeniti, da se ustalitev zgodi le pri homogenih vzorcih (npr. homogenih silikonskih 
fantomih), medtem ko pri nehomogenih vzorcih (npr. tkivih) ne pride do popolne ustalitve DR 
spektrov, saj kontaktni pritisk povzroči spremembe v sestavi vzorca (npr. iztis krvi, iztis 
medceličnine). Tretje območje RIII prikazuje spremembo DR spektrov med odmikanjem sonde od 
silikonskega fantoma. 
Časovni potek kontaktnega pritiska in povprečnih vrednosti DR spektrov smo na podlagi 
predhodno opisanih časovnih značk opisali s tremi karakterističnimi časi. Dvižni čas Td je čas, ki 
je potreben da kontaktni pritisk meritve naraste od začetnega stika sonde z vzorcem (časovna 
značka ts) do 90 % vrednosti povprečnega ustaljenega kontaktnega pritiska  ?̅?𝑖
𝑂,𝑆,𝐴 (časovna značka 
t90). Podamo ga z naslednjim izrazom:  
𝑇𝑑 = 𝑡90 − 𝑡𝑠. (3.6) 
Čas med prvim stikom sonde z vzorcem in popolno optično sklopitvijo imenujemo čas zakasnitve 
optične sklopitve Tos in je definiran kot: 
𝑇𝑜𝑠 = 𝑡𝑜 − 𝑡𝑠. (3.7) 
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Definirali smo tudi čas Tr, ki opisuje razliko med dvižnim časom in časom zakasnitve optične 
sklopitve:  
𝑇𝑟 = 𝑡90 − 𝑡𝑜. (3.8) 
Statistična analiza 
V študiji so bile vse primerjave med posameznimi skupinami podatkov izvedene z dvosmerno 
ANOVO (McDonald 2009) in Fisherjevim LSD (ang. least significant difference) post hoc testom 
(Hayter 1986). Podatki, ki smo jih uporabili v statističnih testih, so bili logaritemsko transformirani 
z namenom izboljšanja medsebojne variance, ki je bila potrjena z Levenovim testom (Olkin 1960). 
Za potrditev hipoteze, da podatki sledijo normalni porazdelitvi, smo izvedli Shapiro-Wilkov test 
(Shapiro in Wilk 1965). Za vse omenjene teste smo mejo statistično značilnega razlikovanja 
postavili na 0,05. Statistična analiza se je izvajala v programu Matlab2014b (Mathworks Inc). 
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kontaktnega pritiska operaterja v vseh primerih kaže signifikantno zmanjšanje s povečevanjem 
stične površine sonde in zmanjševanjem vtisne trdnosti silikonskih fantomov. V primerjavi z 
variabilnostjo kontaktnih pritiskov operaterja je stabilnost kontaktnih pritiskov operaterja 
zanemarljiva, in jo je zato smiselno proučevati le pri meritvah, ki so izvedene s strani enega 
operaterja. Variabilnost kontaktnih pritiskov operaterja je približno dvakrat manjša od 
variabilnosti kontaktnih pritiskov med operaterji, neodvisno od vtisne trdnosti vzorca in stične 
površine vzorca. Ta razlika je pričakovana, saj je percepcija rahlega kontaktnega pritiska odvisna 
od posameznega operaterja.  
Tabela 3.1 Povzetek izmerjenih kontaktnih pritiskov in pripadajočih sil za stično površino sonde A1. 
 Kontaktni pritisk (kPa)  Kontaktna sila (N) 
Silik. fantom ?̅?𝐴1 ?̅?𝑠𝑡𝑎𝑏
𝐴1  ?̅?𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎
𝐴1  ?̅?𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟
𝐴1   𝑓̅𝐴1 ?̅?𝑓,𝑠𝑡𝑎𝑏
𝐴1  ?̅?𝑓,𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎
𝐴1  ?̅?𝑓,𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟
𝐴1  
S1 42,7 2,8 9,2 19,9  1,35 0,09 0,29 0,63 
S2 32,9 2,6 5,8 18,5  1,04 0,08 0,18 0,58 
S3 12,1 1,4 2,9 5,2  0,38 0,04 0,09 0,17 
Tabela 3.2 Povzetek izmerjenih kontaktnih pritiskov in pripadajočih sil za stično površino sonde A2. 
 Kontaktni pritisk (kPa)  Kontaktna sila (N) 
Silik. fantom ?̅?𝐴2 ?̅?𝑠𝑡𝑎𝑏
𝐴2  ?̅?𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎
𝐴2  ?̅?𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟
𝐴2   𝑓̅𝐴2 ?̅?𝑓,𝑠𝑡𝑎𝑏
𝐴2  ?̅?𝑓,𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎
𝐴2  ?̅?𝑓,𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟
𝐴2  
S1 9,64 0,63 1,64 3,74  1,53 0,10 0,26 0,59 
S2 7,86 0,58 1,24 3,00  1,24 0,09 0,20 0,47 
S3 3,93 0,39 0,71 1,75  0,62 0,06 0,11 0,28 
Tabela 3.3 Povzetek izmerjenih kontaktnih pritiskov in pripadajočih sil za stično površino sonde A3. 
 Kontaktni pritisk (kPa)  Kontaktna sila (N) 
Silik. fantom ?̅?𝐴3 ?̅?𝑠𝑡𝑎𝑏
𝐴3  ?̅?𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎
𝐴3  ?̅?𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟
𝐴3   𝑓̅𝐴3 ?̅?𝑓,𝑠𝑡𝑎𝑏
𝐴3  ?̅?𝑓,𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎
𝐴3  ?̅?𝑓,𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟
𝐴3  
S1 4,66 0,30 0,73 1,76  1,46 0,09 0,23 0,55 
S2 4,07 0,27 0,75 1,64  1,28 0,09 0,23 0,52 
S3 2,40 0,24 0,45 1,06  0,75 0,07 0,14 0,33 
Z večanjem vtisne trdnosti silikonskega fantoma se je izrazito povečala povprečna vrednost 
in variabilnost kontaktnega pritiska. Majhna variabilnost kontaktnih pritiskov je zelo pomembna, 
kadar gradimo velike spektralne baze za namene razvrščanja, kjer moramo DR spektre zajeti pod 
enakimi pogoji, brez vpliva operaterjev. Medtem ko uporaba ročnih sond zagotavlja zadovoljivo 
ponovljivost kontaktnih pritiskov pri meritvah vzorcev enake vtisne trdnosti, se aplikacija 
kontaktnega pritiska znatno spreminja pri meritvah vzorcev različnih vtisnih trdnosti. Tega se 
moramo zavedati, kadar izvajamo meritve na vzorcih različnih vtisnih trdnosti. Eden izmed takšnih 
je koža, pri kateri smo pokazali, da se vtisna trdnost zaradi različne debeline kože in spodaj ležečih 
tkiv spreminja po telesu (Slika 3.6). V tem primeru operaterji aplicirajo različne vrednosti rahlih 
kontaktnih pritiskov na različnih merilnih področjih kože, kar vnaša dodatno variabilnost v DR 
spektre različnih merilnih področij. Ta dodatna variabilnost je torej neposredna posledica 
variabilnosti vtisne trdnosti kože na različnih merilnih področjih in tako otežuje neposredno 
primerjavo DR spektrov različnih merilnih področij.  
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Karakteristični časi ročnih meritev 
Sočasni zajem kontaktnih pritiskov in DR spektrov na silikonskih fantomih lahko s pridom 
uporabimo pri proučevanju časovne dinamike izvajanja meritev z ročnimi sondami. 
Karakteristični časi, ki so bili predstavljeni v poglavju Metodologija, služijo za vrednotenje 
časovnega poteka kontaktnega pritiska ročnih meritev. Poznavanje časovne dinamike zajema je 
pomembno, saj lahko z njegovo pomočjo izločimo neustrezno zajete DR spektre in s tem 
zmanjšamo dodatne variabilnosti v meritvah. Povprečni karakteristični časi glede na različne 
velikosti stičnih površin sond in vtisne trdnosti fantomov so prikazani v Tabeli 3.4.  
Tabela 3.4 Povprečni karakteristični časi preko vseh operaterjev v odvisnosti od stične površine sonde in vtisne 
trdnosti fantomov. Vse vrednosti so podane v sekundah.  
 Stična površina sonde A1  Stična površina sonde A2  Stična površina sonde A3 
Fantom Td Tr  Tos   Td Tr  Tos   Td Tr  Tos  
S1 0,41 0,25 0,16  0,49 0,25 0,24  0,54 0,24 0,30 
S2 0,43 0,31 0,12  0,44 0,26 0,18  0,49 0,27 0,22 
S3 0,38 0,21 0,17  0,45 0,26 0,19  0,44 0,24 0,20 
Kot je razvidno iz rezultatov, razlike med časom zaznanega stika (ts), časom optične 
sklopitve (to) in časom pričetka ustalitve (t90) niso zanemarljive. V povprečju operaterji potrebujejo 
približno 0,45 s (Td) za dosego 90 % vrednosti kontaktnega pritiska od začetnega stika sonde z 
vzorcem (ts). Za dosego optične sklopitve (Tos) pa potrebujejo v povprečju 0,20 s, kar pomeni, da 
zaznani stik med sondo in vzorcem ne sovpada z optično sklopitvijo. To je najverjetneje posledica 
ne popolnoma pravokotnega približevanja in pritiskanja sonde na silikonski fantom (Slika 3.9).  
 
Slika 3.9 Prikaz možnega načina približevanja sonde k vzorcu. 
S povečevanjem velikosti stične površine sonde je moč opaziti naraščanje časa zakasnitve 
optične sklopitve Tos (Slika 3.10a). Sklepamo, da pri večji stični površini sonde nepravokotno 
približevanje bistveno podaljša čas vzpostavljanja pravilne lege sonde glede na silikonski fantom. 
Ta trend je predvsem izrazit in statistično pomemben (ANOVA P < 0,05) pri trših fantomih (S1 in 
S2), medtem ko mehkejši fantomi (S3) ne izkazujejo statistično pomembnih razlik. Slednji zaradi 
nizke vtisne trdnosti (oz. visoke elastičnosti) omogočajo hitro optično sklopitev tudi pri 
nepravokotnem približevanju sonde, ne glede na velikost njene stične površine. To je tudi razlog 
za statistično pomembno zmanjševanje časa optične sklopitve z zmanjševanjem vtisne trdnosti 
fantomov, predvsem pri sondah z večjo stično površino (Slika 3.10b). 
V splošnem se pri DR spektroskopiji proučuje vzorce, ki so neodvisni ali odvisni od 
kontaktnega pritiska sonde. Pri vzorcih, ki so neodvisni od kontaktnega pritiska sonde, je edini 
kriterij za izbor ustreznih DR spektrov za nadaljnjo obdelavo dobra optična sklopitev. Iz rezultatov 
smo ugotovili, da optične sklopitve ne smemo povezovati z zaznanim prvim stikom sonde z 
vzorcem, saj je lahko optična sklopitev zakasnjena glede na čas prvega stika. Pri vzorcih, ki kažejo 
določeno odvisnost od kontaktnega pritiska, moramo poleg časa optične sklopitve opazovati še 
ustaljenost meritev. Iz meritev smo ugotovili, da je vedno potreben določen čas, preden se 
kontaktni pritisk ustali (Tr in Td). Za vzorce, ki so občutljivi na kontaktni pritisk, optimalni čas za 
zajem DR spektrov ne sovpada s časom optične sklopitve, ampak s časom ustalitve pritiska. S tem 
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3.3.3 SMERNICE  
Na podlagi pridobljenih rezultatov in izkušenj predlagamo naslednji pristop k izvedbi ročnih 
meritev DR spektrov. 
1) V prvem koraku moramo oceniti, ali je proučevani vzorec občutljiv na kontaktni pritisk 
sonde. To preverimo tako, da sondo apliciramo na opazovani vzorec s postopnim povečevanjem 
kontaktnega pritiska do stopnje, za katero ocenimo, da presega običajni kontaktni pritisk sonde na 
vzorec. Z zajemom časovnega poteka povprečne vrednosti DR spektrov določimo trenutek optične 
sklopitve (Slika 3.4b). Če ugotovimo, da se zajeti DR spektri spreminjajo po doseženi optični 
sklopitvi, imamo opravka z vzorcem, ki je občutljiv na kontaktni pritisk. Značilni predstavniki 
vzorcev, občutljivih na kontaktni pritisk, so biološka tkiva, saj se med pritiskanjem deformirajo in 
s tem spreminjajo fiziološke lastnosti (npr. volumski delež hemoglobina, nasičenost hemoglobina 
s kisikom itd.). 
2) Če ugotovimo, da je vzorec občutljiv na kontaktni pritisk, moramo ovrednotiti povprečno 
vrednost in variabilnost kontaktnega pritiska. To pričnemo s postopkom pridobitve mehanskih 
lastnosti proučevanega vzorca, pri čemer uporabimo vtiskalni test, ki simulira apliciranje sonde na 
vzorec, podobno kot pri meritvah DR spektrov. Po pridobljeni vtisni krivulji opazovanega vzorca 
sta možna dva scenarija. Če je vtisna krivulja umeščena v območje vtisnih krivulj s Slike 3.6 in če 
je stična površina uporabljene sonde zaobjeta v stičnih površinah sond naše študije, lahko 
povprečno vrednost in variabilnost kontaktnega pritiska določimo iz podatkov Tabel 3.1.–3.3. V 
nasprotnem primeru moramo izvesti vrednotenje povprečnih vrednosti in variabilnosti rahlih 
kontaktnih pritiskov na način, ki je prikazan v naši študiji. Torej, potrebno je izdelati silikonski 
fantom s podobno vtisno krivuljo, kot jo ima proučevani vzorec. Na takem silikonskem fantomu 
nato izvedemo meritve pritiskanja, za kar lahko uporabimo bodisi avtomatski sistem, ki je prikazan 
v naši študiji, ali tehtnico, s katere odčitavamo kontaktni pritisk. 
3) Po ovrednoteni povprečni vrednosti in variabilnosti rahlega kontaktnega pritiska je 
potrebno ponovno preveriti, ali izmerjene vrednosti kontaktnih pritiskov povzročajo statistično 
pomembne spremembe v DR spektrih proučevanega vzorca in kako te spremembe vplivajo na 
rezultate (npr. določanje optičnih lastnosti vzorca ali razvrščanje). Za ta namen je potrebno proučiti 
celotno območje kontaktnih pritiskov od najmanjšega do največjega ocenjenega pritiska (z 
upoštevanjem variabilnosti). To izvedemo z uporabo avtomatskega sistema, ki nam omogoča 
kontrolirano apliciranje kontaktnih pritiskov (primer: Poglavje 4). Če te meritve ne pokažejo 
statistično pomembne spremembe v DR spektrih, lahko ročno sondo brez težav uporabljamo v 
ocenjenem območju kontaktnih pritiskov.  
4) Če zajeti DR spektri pod točko 3) kažejo statistično pomembne spremembe znotraj 
proučevanega intervala kontaktnih pritiskov, je potrebno variabilnost kontaktnega pritiska med 
meritvami minimizirati. Zmanjšanje variabilnosti kontaktnega pritiska lahko dosežemo z uporabo 
sond z večjimi stičnimi površinami ali z nadgradnjo sonde z umerjeno vzmetjo. Dodatno lahko 
zmanjšamo variabilnost, če meritve izvaja le en operater. V primeru, da predhodni ukrepi ne 
odpravijo vpliva pritiska na variabilnost meritev, je potrebno izvajanje meritev z avtomatskim 
sistemom.  
Če nimamo možnosti izvesti korakov (2–4) in je proučevani vzorec odvisen od kontaktnega 
pritiska, lahko za izboljšavo meritev izločimo začetne spektre, ki so zajeti v območju naraščanja 
kontaktnega pritiska. S tem vsaj delno zmanjšamo variabilnost meritev. Iz analize časovne 
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dinamike meritev smo namreč ugotovili, da povprečni operater potrebuje približno 0,6 s za 
ustalitev kontaktnega pritiska od vzpostavitve optične sklopitve in približno 0,8 s od vzpostavitve 
stika sonde z vzorcem. 
3.4 ZAKLJUČEK 
Rezultati študije kažejo, da je kontaktni pritisk odvisen od subjektivne interpretacije posameznega 
operaterja, kar se odraža v visoki variabilnosti kontaktnih pritiskov med operaterji. Poleg tega 
pomemben dejavnik pri percepciji kontaktnega pritiska sonde predstavlja vtisna trdnost, kar 
postavlja pod vprašaj ustreznost uporabe ročnih sond pri izvajanju ročnega merjenja kože. 
Ugotovili smo namreč, da se koži spreminja vtisna trdnost v odvisnosti od merilnega področja. V 
izogib in preprečitev pogostih napak, ki izhajajo iz aplikacije različnih kontaktnih pritiskov, smo 
predlagali smernice za ročni zajem difuzno reflektančnih spektrov.  
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POGLAVJE 4 
Vpliv kontaktnega pritiska na razvrščanje različnih področij kože 
 
POVZETEK 
Difuzno reflektančno spektroskopijo pogosto uporabljamo za razvrščanje tkiv. Pri tem je 
pomembno, da vse meritve vzorcev (zajem difuzno reflektančnih spektrov) izvedemo na enak 
način in pod enakimi pogoji, tako pri gradnji kot pri kasnejši uporabi razvrščevalnika. Kontaktni 
pritisk, ki ga na tkivo apliciramo s sondo, pomembno vpliva na ponovljivost meritev, zato smo 
razvili postopek za vrednotenje in zmanjšanje vpliva kontaktnega pritiska na razvrščanje tkiv.  
Postopek pričnemo z meritvami na avtomatskem sistemu za sočasni zajem kontaktnih pritiskov in 
difuzno reflektančnih spektrov različnih merilnih področij, s katerimi ovrednotimo vpliv 
kontaktnega pritiska na razvrščanje tkiv. Glede na rezultate in na dosegljivost merilne opreme v 
konkretnem primeru (npr. operaterju je na voljo le ročna sonda z umerjeno vzmetjo) se priporoči 
ustrezen potek merjenja s predhodno določeno optimalno kombinacijo razvrščevalnikov, na 
katerega ima kontaktni pritisk najmanjši možni vpliv. Izvedba postopka je bila prikazana na 
primeru razvrščanja treh merilnih področij kože, ki smo jih izbrali na podlagi njihovih unikatnih 
spektralnih odzivov na kontaktni pritisk sonde. 
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UVOD 
Difuzno reflektančna spektroskopija se uporablja v številnih biomedicinskih študijah, na primer 
za zaznavanje benignih in malignih tumorskih sprememb. Tako kot ostala tkiva, se tudi tumorji 
med seboj razlikujejo po tem, kako absorbirajo in sipajo svetlobo. Absorpcijo v NIR spektralnem 
območju povzročajo kromoforji, in sicer voda, lipidi, oksihemoglobin in deoksihemoglobin 
(Kondepati idr. 2008). Na omenjenih kromoforjih pogosto temelji postavitev diagnoze in 
spremljanje različnih stopenj tumorskih obolenj. Tumorska tkiva namreč vsebujejo različne 
količine oksihemoglobina in deoksihemoglobina, vsebnosti vode in lipidov, kar se odraža v 
unikatnih optičnih lastnostih posameznega tumorskega tkiva. Pri analizi vzorca raka na dojkah so 
Tromberg idr. (2005) pokazali, da imajo tumorji glede na zdrava tkiva višjo vsebnost hemoglobina 
in vode, manj lipidov in nasičenosti hemoglobina s kisikom ter višje reducirane sipalne 
koeficiente. Ker največkrat razvrščanje tkiv temelji na absolutnih vrednostih optičnih lastnosti, je 
nujno poznati, kako kontaktni pritisk vpliva na sestavo (prisotnost kromoforjev) in strukturo tkiv 
ter posledično na razvrščanje tkiv. V okviru doktorske disertacije nismo proučevali vpliva 
kontaktnega pritiska na zaznavanje tumorskih tkiv zaradi njihove težke dostopnosti, zato smo jih 
nadomestili s skrbno izbranimi zdravimi tkivi. Osredotočili smo se na kožo, ki je zaradi enostavne 
dostopnosti in vsebnosti vseh prej omenjenih kromoforjev tudi pogost predmet DR spektroskopije. 
Vseeno pa med posameznimi merilnimi področji kože ne prihaja do znatnih spektralnih razlik, kar 
podobno kot pri delu s tumorji, ohranja kompleksnost in težavnost razvrščanja.  
Kljub pomembnosti poznavanja vpliva kontaktnega pritiska na kožo in vivo sta bili do sedaj 
opravljeni le dve obširnejši študiji. S prvo so Lim idr. (2011) z ročnim zajemom s pomočjo 
umerjene vzmeti analizirali vpliv kontaktnega pritiska na kožo v VIS spektralnem območju na treh 
različnih merilnih področjih kože, in sicer na vratu, prstu in čelu. Proučevali so vpliv šestih 
vrednosti kontaktnega pritiska (9 kPa, 22 kPa, 42 kPa, 77 kPa, 124 kPa in 152 kPa) na DR spektre 
in na absorpcijske ter reducirane sipalne koeficiente na spektralnem območju od 400 do 700 nm. 
Absorpcijski koeficient se je opazno zmanjševal ob povečevanju kontaktnega pritiska na vseh treh 
merilnih področjih kože, kar so pripisali stiskanju žil, posledično zmanjšanju krvnega pretoka in 
deformaciji tkiva. Pri spektrih in reduciranih sipalnih koeficientih enoznačnega odziva ni bilo moč 
opaziti; na vratu so se vrednosti zmanjševale, medtem ko so se na čelu povečevale. Razloge so 
pripisali različni morfologiji tkiv. Pojasnili so, da je koža na čelu zelo blizu kosti, ki ob aplikaciji 
kontaktnega pritiska preprečuje usnjici, da bi se pogreznila v podkožje. Posledično z DR 
spektroskopijo vzorčimo večji del usnjice, ki vsebuje močno sipajoč kolagen. Pri drugi študiji so 
Chen idr. (2005) proučevali kožo na dlani v spektralnem območju od 1100 do 1700 nm. 
Osredotočili so se predvsem na odziv tkiva v časovnem obdobju hitrih sprememb kontaktnega 
pritiska med 32 in 75 kPa. Ugotovili so, da DR pada z večanjem kontaktnega pritiska in da se 
največje spremembe DR pojavijo tekom prvih 30 s. Spremembe so pripisali deformaciji tkiva in s 
tem povezanimi spremembami optičnih lastnosti. Ostalih optičnih lastnosti v omenjeni študiji niso 
proučevali. 
V okviru naše študije smo se osredotočili na vpliv kontaktnega pritiska na DR spektre v 
NIR spektralnem območju, kjer lahko zaradi večje vzorčne globine svetlobe in prisotnosti večjega 
števila kromoforjev pričakujemo intenzivnejše spremembe kot v VIS spektralnem območju. Z 
našo študijo smo prikazali postopek za vrednotenje in zmanjšanje vpliva kontaktnega pritiska na 
razvrščanje DR spektrov tkiv. V ta namen je bilo najprej potrebno izbrati reprezentativna merilna 
področja, ki so celovito odražala razpon mehanskih in optičnih lastnosti kože ter podkožnih tkiv. 
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Ta merilna področja so kasneje služila za prikaz postopka vrednotenja in izločanja vpliva 
kontaktnega pritiska na razvrščanje DR spektrov kože. Postopek je temeljil na uporabi 
avtomatskega sistema za sočasni zajem kontaktnih pritiskov in spektralne informacije ter na 
različnih strategijah izgradnje razvrščevalnikov. 
4.1 VPLIV KONTAKTNEGA PRITISKA NA DIFUZNO REFLEKTANČNE 
SPEKTRE KOŽE  
Prirejeno po: 
Cugmas, Bürmen, Bregar, Pernuš in Likar. (2013) "Pressure-induced near infrared spectra 
response as a valuable source of information for soft tissue classification". Journal of Biomedical 
Optics, Vol. 18(4), 047002. Izsledki tega dela so objavljeni tudi v doktoratu: Cugmas, "Analiza 
živalskih tkiv z bližnjo infrardečo spektroskopijo", Univerza v Ljubljani, Fakulteta za 
elektrotehniko, 2014. 
Povzetek  
Proučevali smo vpliv kontaktnega pritiska na difuzno reflektančne spektre treh različnih merilnih 
področij kože. Vpliv kontaktnega pritiska na DR spektre smo proučevali preko optičnih lastnosti 
in kemometričnih parametrov. Ugotovili smo, da so njihove spremembe unikatne za različna 
merilna področja. S tem smo potrdili ustreznost izbranih merilnih področij za nadaljnji prikaz 
postopka vrednotenja in izločanja vpliva kontaktnega pritiska na razvrščanje difuzno reflektančnih 
spektrov.  
4.1.1 MATERIALI IN METODE 
Vzorci 
Meritve smo izvedli na koži štirih prostovoljcev na treh različnih merilnih področjih, ki so 
prikazana na Sliki 4.1 (Sa – nad kratko abduktorno mišico, Sb – nad pletežem ven na pregibu 
zapestja in Sc – nad kostjo podlahtnice). Ta merilna področja smo izbrali zaradi njihove 
variabilnosti, saj se razlikujejo tako v vtisni trdnosti kot tudi v prekrvavljenosti podkožnih tkiv. 
Variabilnost merilnih področij se najbolje kaže v odvisnosti med kontaktnim pritiskom in vtisno 
globino. Na primer, kontaktni pritisk je z vtisno globino na merilnem področju nad mišico naraščal 
postopoma, medtem ko je na merilnem področju nad kostjo narasel hipoma (Poglavje 3, Slika 3.6). 
 
Slika 4.1 Izbrana merilna področja kože (Sa – nad kratko abduktorno mišico, Sb – nad pletežem ven na pregibu zapestja 
in Sc – nad kostjo podlahtnice). 
Eksperimentalna oprema 
Sistem, ki smo ga uporabili za merjenje DR spektrov in njim pripadajočih kontaktnih pritiskov, je 
prikazan na Sliki 4.2. Sestavljal ga je NIR spektrometer (NIR-512L-1.7T1, od 901 do 1685 nm, 
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𝑅(𝜆) =
1
4𝜋
[𝑧0 (𝜇𝑒𝑓𝑓 +
1
𝜌1
)
𝑒−𝜇𝑒𝑓𝑓𝜌1
𝜌1
2 + (𝑧0 + 2𝑧𝑏) (𝜇𝑒𝑓𝑓 +
1
𝜌2
)
𝑒−𝜇𝑒𝑓𝑓𝜌1
𝜌2
2 ], (4.2) 
pri čemer so z0, µeff, ρ1, ρ2 in zb spremenljivke, izračunane iz absorpcijskega koeficienta µa(λ) in 
reduciranega sipalnega koeficienta µ's(λ) (Poglavje 1, Enačba 1.11).  
Absorpcijski koeficient je bil dodatno parametriziran z linearno kombinacijo volumskih deležev 
kromoforjev z naslednjo enačbo: 
𝜇𝑎(𝜆) = 𝑐𝑣𝑜𝑑𝑎𝜇𝑎
𝑣𝑜𝑑𝑎(𝜆) + 𝑐𝐻𝑏[𝛼𝜇𝑎
𝑜𝑘𝑠𝑖𝐻𝑏(𝜆) + (1 − 𝛼)𝜇𝑎
𝑑𝑒𝑜𝑘𝑠𝑖𝐻𝑏(𝜆)]
+ 𝑐𝑙𝑖𝑝𝜇𝑎
𝑙𝑖𝑝, 
(4.3) 
pri čemer so 𝜇𝑎
𝑣𝑜𝑑𝑎, 𝜇𝑎
𝑜𝑘𝑠𝑖𝐻𝑏, 𝜇𝑎
𝑑𝑒𝑜𝑘𝑠𝑖𝐻𝑏, in 𝜇𝑎
𝑙𝑖𝑝 absorpcijski koeficienti vode (Segelstein 1981), 
oksihemoglobina (Kuenstner in Norris 1994), deoksihemoglobina (Tsai idr. 2001) in lipidov 
(Altshuler idr. 2006), α pa označuje nasičenost hemoglobina s kisikom. Reduciran sipalni 
koeficient je bil parametriziran s sipalno magnitudo u in sipalno močjo v po enačbi, ki opisuje 
potenčno odvisnost od valovne dolžine (Sun idr. 2006; Kim in Wilson 2011), pri čemer smo vektor 
valovnih dolžin λ normirali na 1000 nm (λ0): 
𝜇𝑠
′ (𝜆) = 𝑢(𝜆 𝜆0)⁄
−𝑣. (4.4) 
Reflektančni model R(cvoda, cHb, α, clip, u, v) smo v postopku optimizacije (Poglavje 1, Slika 1.11) 
prilegali izmerjenim spektrom Rizm ter tako določili parametre optičnih lastnosti. 
3) Določanje kemometričnih parametrov: 
Vsi DR spektri posamezne meritve so bili obdelani z EMSC metodo, s katero lahko v grobem 
ločimo sipalne in absorpcijske komponente spektrov (Martens idr. 2003). Za razliko od 
multiplikativne sipalne korekcije MSC (Geladi idr. 1985), EMSC obravnava vpliv sipanja kot 
valovno odvisnega in tako modelira spekter ri(λ) kot: 
𝑟𝑖(𝜆) = 𝑎𝑖 + 𝑏𝑖𝑟𝑟𝑒𝑓(𝜆) + 𝑘𝑖𝜆 + 𝑙𝑖𝜆
2, (4.5) 
pri čemer je 𝑎𝑖 aditivni koeficient, 𝑏𝑖 multiplikativni koeficient, 𝑟𝑟𝑒𝑓(𝜆) povprečni spekter meritev, 
𝑘𝑖 in 𝑙𝑖 pa sta koeficienta valovno odvisne korekcije. EMSC koeficiente (a, b, k, l) smo določili po 
metodi najmanjših kvadratov in z njimi določili spekter brez sipanja rEMSC,i: 
𝑟𝐸𝑀𝑆𝐶,𝑖 = (𝑟𝑖 − 𝑎𝑖 − 𝑘𝑖𝜆 − 𝑙𝑖𝜆
2)/𝑏𝑖. (4.6) 
Pridobljene spektre rEMSC,i smo v nadaljevanju obdelali PCA, kjer smo pridobili za posamezno 
meritev spektrov pripadajoče uteži in komponente glavnih osi. Uteži smo v nadaljevanju 
kvantitativno analizirali, komponente glavnih osi pa kvalitativno.  
4) Vrednotenje sprememb: 
Povprečne vrednosti difuzne reflektance ?̅?, optične lastnosti (absorpcijski in reducirani sipalni 
koeficient pri 1450 nm), volumski delež kromoforjev (voda, lipidi, hemoglobin), sipalne lastnosti 
(magnituda sipanja, moč sipanja), nasičenost hemoglobina s kisikom in kemometrični parametri 
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- Nenadne spremembe ob kontaktnem pritisku so lahko povezane tudi s prekrvavitvijo 
zgornjih plasti kože, ki je motena ob apliciranju kontaktnega pritiska do 16 kPa (120 
mmHg). V kolikor kontaktni pritisk povečamo nad maksimalno vrednost arterijskega tlaka, 
se periferna prekrvavitev popolnoma zaustavi, slednji pojav pa se nato zvezno in 
enakomerno prenaša v globlja tkiva. Razlago potrjujejo opažanja, kjer značilnice izražajo 
linearno odvisnost od apliciranega kontaktnega pritiska.  
Posledično smo spektralne spremembe modelirali z linearnimi funkcijami le na območju 
kontaktnih pritiskov od 20 do 100 kPa, kjer smo opazili konsistentno odvisnost spektralnih 
sprememb od kontaktnega pritiska (Slika 4.4).  
 
Slika 4.4 Primer spremembe povprečne vrednosti difuzne reflektance ?̅? in prve PCA uteži v odvisnosti od kontaktnega 
pritiska (dve zeleni črti) ter pripadajoči polinom prve stopnje na območju kontaktnih pritiskov od 20 do 100 kPa 
(modra črtkana črta). 
Vpliv kontaktnega pritiska na optične lastnosti  
Pri vseh meritvah sta povprečna vrednost DR in reducirani sipalni koeficient pri 1450 nm padala 
z naraščajočim kontaktnim pritiskom, absorpcijski koeficient pri 1450 nm pa je naraščal. Trendi 
spreminjanja so bili skladni z večino predhodnih študij (Chan idr. 1996; Chen idr. 2005; Atencio 
idr. 2009), razen s študijo Lim idr. (2011), kjer je z naraščanjem kontaktnega pritiska reducirani 
sipalni koeficient naraščal. Slednji pojav so obrazložili z razlago, da med aplikacijo kontaktnega 
pritiska sonde na merilno področje čela, lobanja preprečuje usnjici, da bi se pogreznila. Pri tem 
vzorčenje zajame večji del usnjice, ki vsebuje močno sipajoč kolagen. V naši študiji tega pojava 
nismo opazili kljub opazovanju merilnega področja nad kostjo, ki je primerljivo z merilnim 
področjem čela. Razlage za razliko v rezultatih lahko pripišemo uporabi različnih sond. Pri študiji 
Lim idr. (2011) so uporabili sondo, ki je vzorčila predvsem pokožnico. Z apliciranjem kontaktnega 
pritiska so potem prehajali v vzorčenje usnjice, medtem ko smo mi uporabili sondo z večjo razdaljo 
med osvetlitvenimi in sprejemnimi vlakni, kar nam je omogočalo vzorčenje globljih plasti kože. S 
tem smo že v osnovi zaznavali kolagen v usnjici. Ob aplikaciji kontaktnega pritiska smo tako 
povzročali strukturne spremembe usnjice in zmanjševanje neujemanja tkivnih lomnih količnikov, 
kar se je kazalo v postopnem zmanjševanju sipanja (Drew idr. 2009). 
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Slika 4.5 Linearni koeficienti (h1) izbranih značilnic (Tabela 4.1) za tri merilna področja kože: nad mišico (Sa), nad 
veno (Sb) in nad kostjo (Sc). 
Linearni koeficienti sprememb, ki smo jih pridobili s prileganjem polinoma prve stopnje 
na pritiskovne spremembe značilnic, so prikazani na Sliki 4.5 in v Tabeli 4.1. Variabilnosti 
linearnih koeficientov značilnic so bile največje na merilnem področju nad venami in najmanjše 
na merilnem področju nad mišico. Merilno področje nad venami je na pregibu zapestja, kjer so 
poleg ven še kite in kosti, tako da so se meritve izkazale za manj ponovljive, medtem ko je 
mišičasto tkivo bolj homogeno in posledično so meritve na merilnem področju nad mišico kazale 
boljšo ponovljivost. 
Tabela 4.1: Linearni koeficienti sprememb značilnic, prikazanih z mediano ter razponom med 25. in 75. percentilom 
(v oglatih oklepajih).  
Linearni koeficienti značilnic Koža nad mišico Koža nad veno Koža nad kostjo 
Povprečna vrednost DR (?̅?) 
 (10-4 kPa-1) 
-1,20  
[-1,44, -0,94] 
-2,49  
[-2,69, -2,09] 
-1,80  
[-2,18, -1,20] 
Absorpcijski koeficient (µa1450 nm)  
(10-3 mm-1kPa-1) 
1,45  
[0,90, 1,77] 
1,17  
[0,41, 2,34] 
1,22  
[0,94, 1,96] 
Red. sipalni koef. (µs'1450 nm)  
 (10-2 mm-1kPa-1) 
-0,51  
[-0,77, -0,33] 
-1,56  
[-5,80, -0,73] 
-0,94  
[-1,67, -0,67] 
Konc. vode (cvode)  
(10-3 kPa-1) 
3,51  
[2,11, 4,41] 
2,98 
 [1,03, 5,87] 
3,05  
[2,38, 4,84] 
Nasičenje hem. s kisikom (α) 
(10-3 kPa-1) 
-0,59 
 [-0,85, -0,39] 
-2,78  
[-5,07, -1,66] 
-2,18  
[-3,05, -1,20] 
Konc. lipidov (clip)  
(10-3 kPa-1) 
7,00  
[3,78, 11,03] 
5,45  
[1,16, 12,09] 
8,38  
[4,95, 11,94] 
Sipalna magnituda (u)  
(10-3 kPa-1) 
1,31  
[0,72, 2,42] 
3,13  
[2,29, 3,99] 
3,85  
[2,62, 5,63] 
Sipalna moč (v)  
(10-4 kPa-1) 
3,09  
[1,92, 3,93] 
5,46  
[2,72, 8,59] 
4,74  
[3,85, 6,84] 
Prva PCA utež (s1) 
 (10-5 kPa-1) 
-3,67  
[-5,52, -1,07] 
-7,23  
[-8,62, -5,35] 
1,54  
[0,42, 2,57] 
EMSC koef. (k)  
(kPa-1) 
1,87  
[0,39, 2,74] 
1,99  
[1,25, 2,80] 
0,45  
[-0,05, 0,87] 
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4.1.3 ZAKLJUČEK 
S študijo smo ovrednotili vpliv kontaktnega pritiska na difuzno reflektančne spektre, ki se odražajo 
tako v spremenjenih optičnih lastnostih kot tudi v spremenjenih kemometričnih parametrih. 
Rezultati so pokazali unikatni odziv izbranih merilnih področij na kontaktni pritisk sonde.  
V naslednji študiji smo na omenjenih merilnih področjih predlagali postopek za vrednotenje 
in zmanjšanje vpliva kontaktnega pritiska na razvrščanje difuzno reflektančnih spektrov. Zaradi 
pomanjkljivosti uporabljenega avtomatskega sistema smo v nadaljevanju uporabili avtomatski 
sistem, ki je opisan v Poglavju 2. S tem smo bistveno izboljšali kakovost meritev, saj smo lahko 
podatke analizirali že pri najnižjih vrednostih kontaktnega pritiska. 
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4.2 VPLIV KONTAKTNEGA PRITISKA NA RAZVRŠČANJE DIFUZNO 
REFLEKTANČNIH SPEKTROV KOŽE  
Prirejeno po: 
Cugmas, Bregar, Bürmen, Pernuš in Likar. (2014) "Impact of contact pressure-induced spectral 
changes on soft tissue classification in diffuse reflectance spectroscopy: Problems and solutions". 
Journal of Biomedical Optics, 19(3), 037002. Izsledki tega dela so objavljeni tudi v doktoratu: 
Cugmas, "Analiza živalskih tkiv z bližnjo infrardečo spektroskopijo", Univerza v Ljubljani, 
Fakulteta za elektrotehniko, 2014. 
Povzetek 
Namen študije je bil prikaz postopka za vrednotenje in zmanjšanje vpliva kontaktnega pritiska na 
razvrščanje difuzno reflektančnih spektrov tkiv. Postopek je temeljil na uporabi avtomatskega 
sistema za sočasni zajem kontaktnih pritiskov in spektralne informacije ter različnih strategijah 
izgradnje razvrščevalnikov. Izvedba postopka je bila prikazana na primeru razvrščanja treh 
merilnih področij kože, ki smo jih izbrali na podlagi njihovih unikatnih spektralnih odzivov na 
kontaktni pritisk sonde. 
4.2.1 MATERIALI IN METODE 
Vzorci 
Meritve smo izvedli na koži šestih prostovoljcev na treh različnih merilnih področjih, ki so 
prikazana na Sliki 4.1 (Sa – nad kratko abduktorno mišico, Sb – nad pletežem ven na pregibu 
zapestja in Sc – nad kostjo podlahtnice). Merilna področja kože smo izbrali na podlagi rezultatov, 
predstavljenih v prejšnjem podpoglavju, s katerimi smo dokazali unikaten vpliv kontaktnega 
pritiska na izbrana merilna področja. 
Eksperimentalna oprema 
Za izvedbo meritev smo uporabili avtomatski sistem, prikazan na Sliki 4.7. Sistem je sestavljal 
komercialni NIR spektrometer (NIR-512L-1.7T1, 901 do 1685 nm, Control Development), 
halogensko svetilo (Avantes, Avalight-HAL) in sonda (Avantes, FCR-7IR400-2-ME), ki je bila 
vpeta na jeklen nosilec. Premikanje nosilca smo nadzorovali z linearnim aktuatorjem, ki nam je 
omogočal kontrolirano premikanje sonde proti tkivu. Pritiskanje smo izvajali s hitrostjo 5 mm/s, 
pri čemer smo intenzivnost pritiskanja dodatno upočasnili preko integrirane vzmeti (s skrčkom 
3 cm). Na ta način smo izničili zakasnitev tkivnega prilagajanja na aplicirani kontaktni pritisk 
sonde. Zajem DR spektrov in kontaktnih pritiskov se je izvajal s frekvenco 15 Hz. 
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4.2.2 REZULTATI  
Ovrednotili smo učinkovitost razvrščevalnikov, grajenih za razvrščanje treh različnih merilnih 
področij kože. S pu smo označevali kontaktne pritiske spektrov, ki so sestavljali učno oz. 
validacijsko množico (tj. namenjeni so bili za izgradnjo razvrščevalnika). Učinkovitost zgrajenega 
razvrščevalnika smo preizkušali na testni množici, ki so jo sestavljali spektri, zajeti pri kontaktnih 
pritiskih pt.  
Slika 4.8 prikazuje učinkovitost razvrščevalnika, ki je bil zgrajen pri minimalnem 
kontaktnem pritisku (pu = 0 kPa) in testiran preko celotnega območja kontaktnih pritiskov 
(pt = [0, 90 kPa]). Povprečna občutljivost in specifičnost razvrščanja se je z večjim kontaktnim 
pritiskom postopoma zmanjševala (Slika 4.8a). K temu je v največji meri prispevalo napačno 
razvrščanje vzorcev merilnega področja nad veno, kar se je odražalo v zmanjšani občutljivosti za 
merilno področje nad veno in v zmanjšanih specifičnostih za ostali dve merilni področji kože 
(Slika 4.8b). 
Slika 4.9a prikazuje učinkovitost razvrščevalnikov, grajenih in testiranih pri enakih 
kontaktnih pritiskih (pu = pt = [0, 90 kPa]). Ugotovili smo, da je bila povprečna učinkovitost 
razvrščevalnikov neodvisna od apliciranega kontaktnega pritiska, vendar je podrobnejša analiza 
pokazala odvisnost učinkovitosti razvrščanja posameznih merilnih področij od kontaktnega 
pritiska (Slika 4.9b-d). V Tabeli 4.2 so zbrane najmanjše, največje in povprečne vrednosti 
učinkovitosti razvrščevalnikov s Slike 4.9.  
Visoko učinkovitost razvrščanja preko celotnega območja kontaktnih pritiskov lahko 
dosežemo z izgradnjo večjega števila razvrščevalnikov, kjer vsak pokriva del območja kontaktnih 
pritiskov. V našem primeru smo potrebovali tri razvrščevalnike (Slika 4.8a in Slika 4.10), zgrajene 
pri treh različnih vrednostih pu (0 kPa, 26 kPa in 89 kPa). Takšen pristop izboljša povprečno 
učinkovitost razvrščanja (Tabela 4.3), ki v praksi temelji na uporabi ročnih sond z umerjeno 
vzmetjo. 
4.2.3 RAZPRAVA 
Namen študije je bil prikaz postopka za vrednotenje in zmanjšanje vpliva kontaktnega pritiska na 
razvrščanje DR spektrov. Glavni cilj postopka je izgradnja razvrščevalnika, s katerim dosežemo 
najučinkovitejše razvrščanje DR spektrov. Za ta namen je potrebno predhodno proučiti različne 
kombinacije razvrščevalnikov, zgrajenih in testiranih pri različnih kontaktnih pritiskih. V 
nadaljevanju so prikazani različni razvrščevalniki in njihova učinkovitost razvrščanja treh merilnih 
področij kože. 
Razvrščevalnik, zgrajen pri minimalnem kontaktnem pritisku (pu = 0 kPa), je bil testiran 
pri vseh 49 vrednostih kontaktnega pritiska (pt = [0, 90 kPa]) (Slika 4.8a). Pri 0 kPa je bila 
povprečna občutljivost in specifičnost razvrščanja 0,86 ter pripadajoča povprečna posteriorna 
verjetnost 0,82. Z večanjem kontaktnega pritiska se je pričela učinkovitost razvrščanja postopoma 
zmanjševati in se je ustalila pri povprečni specifičnosti ter občutljivosti 0,76 in povprečni 
posteriorni verjetnosti 0,68. Rezultati učinkovitosti razvrščanja so kazali odsekovno linearno 
odvisnost od kontaktnega pritiska, ki sta ju določala dva linearna segmenta. Prvi segment se je 
raztezal od 0 do 31 kPa z negativnim naklonom povprečne občutljivosti in specifičnosti 3,5 × 10-
6 Pa-1 ter negativnim naklonom povprečne posteriorne verjetnosti 4,9 × 10-6 Pa-1. Nad 31 kPa se je 
nahajal drugi segment, katerega naklon se je izravnal na 0,1 × 10-6 Pa-1 za povprečno občutljivost 
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Tabela 4.2 Najmanjša, največja in povprečna občutljivost, specifičnost in posteriorna verjetnost razvrščanja 
razvrščevalnikov, zgrajenih in testiranih pri enakih vrednostih kontaktnega pritiska (v oklepajih so navedene 
pripadajoče vrednosti kontaktnega pritiska), ter vrednosti naklona regresijske premice, ki so modelirale učinkovitost 
razvrščanja.  
 Povprečje 
Koža nad mišico 
(Sa)  
Koža nad venami  
(Sb) 
Koža nad kostjo 
(Sc) 
 
Obč. 
Spec. 
Post. 
verj. 
Obč. Spec. Obč. Spec. Obč. Spec. 
Najmanjša 
(Kont. pritisk) 
0,75   
(74,6) 
0,68  
(74,6) 
0,72  
(68,2) 
0,72 
(2,0) 
0,28 
(50,4/74,6) 
0,75  
(77,1) 
0,56     
(83,1) 
0,72     
(*) 
Največja 
(Kont. pritisk) 
0,93  
(25,8/79,5) 
0,88  
(79,5) 
1,00    
(*) 
1,00 
(79,5) 
0,94     
(79,5) 
0,97 
(2,0/80,7) 
0,94 
(*) 
1,00 
(2,0/25,8) 
Povprečje 0,83 0,76 0,98 0,92 0,55 0,89 0,78 0,85 
Naklon (10-6 Pa-1) -0,1 0,0 -0,6 1,0 2,6 -1,5 -2,5 0,2 
*enak rezultat je bil dosežen pri večjem številu vrednosti kontaktnega pritiska 
Čeprav se je povprečna učinkovitost razvrščanja izkazala za neodvisno od kontaktnega 
pritiska (Slika 4.9a), so se razvrščevalniki pri višjih kontaktnih pritiskih izkazali za stabilnejše, saj 
so bile vrednosti občutljivosti in specifičnosti razvrščanja visoke za vsa merilna področja kože. Na 
primer, občutljivost razvrščanja merilnega področja nad venami se je postopoma izboljšala za 
kontaktne pritiske nad 60 kPa (Slika 4.9c), saj ni več prihajalo do napačnega razvrščanja med 
merilnim področjem nad mišico in merilnim področjem nad venami. Slednji pojav je verjetno 
posledica podobnosti opazovanih področij s stališča prekrvavitve kože, ki pa se s povečanjem 
kontaktnega pritiska sonde spremeni. Na merilnem področju nad mišico se namreč s povečanjem 
kontaktnega pritiska le-ta porazdeli po večjemu volumnu (v kožo in mišico) in je zato pritisk na 
papilarni del usnjice manjši, medtem ko se pri merilnih področjih nad veno in nad kostjo celotni 
kontaktni pritisk porazdeli po bistveno manjšem volumnu kože. Zaradi tega pride do 
intenzivnejšega stiskanja papilarnih žilic usnjice, kar povzroči večjo podobnost med merilnima 
področjema nad veno ter kostjo. Poleg tega se zaradi povečanega kontaktnega pritiska poveča tudi 
vzorčna globina, pri čemer več svetlobe doseže globlja tkiva, kar dodatno zbliža spektralne 
lastnosti merilnih področij nad veno in kostjo, saj pri visokih kontaktnih pritiskih merilnega 
področja nad veno vzorčimo zapestne ligamente in kosti. 
Učenje razvrščevalnikov pri številnih kontaktnih pritiskih je lahko zamudno in nepraktično 
opravilo. Z analizo različnih kombinacij razvrščevalnikov smo ugotovili, da za naš primer 
razvrščanja zadostujejo trije razvrščevalniki, ki zadovoljivo pokrijejo celotno območje kontaktnih 
pritiskov od 0 do 90 kPa. Razvrščevalnik (Slika 4.8a), zgrajen pri minimalnem kontaktnem pritisku 
0 kPa, je pokrival območje kontaktnih pritiskov od 0 do 10 kPa, razvrščevalnik, zgrajen pri 26 kPa 
(Slika 4.10a), je pokrival območje kontaktnih pritiskov od 10 do 45 kPa, razvrščevalnik, zgrajen 
pri 89 kPa (Slika 4.10b), pa je pokrival območje kontaktnih pritiskov od 45 do 90 kPa. 
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kombinacijo razvrščevalnikov, s katero učinkovito pokrijemo celotno območje kontaktnih 
pritiskov. V našem primeru smo potrebovali tri razvrščevalnike, ki so bili grajeni pri 0, 26 in 
89 kPa. Prvi je pokril vrednosti kontaktnega pritiska med 0 in 10 kPa, drugi med 10 in 45 kPa, 
tretji pa med 45 in 90 kPa. Omenjene intervale lahko enostavno označimo na sondah z umerjeno 
vzmetjo, tako da lahko operater glede na apliciran kontaktni pritisk izbere ustrezni razvrščevalnik. 
S tem dosežemo optimalno učinkovitost razvrščanja preko celotnega območja kontaktnih 
pritiskov, v našem primeru je bila ta za 14 % boljša, kot če bi uporabili zgolj en sam razvrščevalnik. 
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Zaključek 
 
V doktorski disertaciji smo prikazali razvoj novega avtomatskega sistema, ki omogoča 
kontrolirano aplikacijo kontaktnega pritiska sonde na vzorec ter sočasni zajem kontaktnega 
pritiska sonde in pripadajočih difuzno reflektančnih spektrov v vidnem ter bližnjem infrardečem 
spektralnem območju. V kolikor avtomatski sistem zavrtimo okoli osi, ga lahko uporabimo tudi 
kot tehtnico, ki nam omogoča kontinuirano merjenje kontaktnih pritiskov in difuzno reflektančnih 
spektrov med ročnim izvajanjem meritev. 
Razvit avtomatski sistem smo uporabili za: 
 prikaz spektralno pritiskovne ravnine – novega načina grafične upodobitve dinamičnega 
vpliva kontaktnega pritiska na difuzno reflektančne spektre. Predlagano upodobitev smo 
uporabili na primeru ex vivo prašičje noge in in vivo človeške roke. V spektralno 
pritiskovnih ravninah je bilo moč jasno opaziti spektralne odzive, ki so nastali zaradi 
spremenjenih koncentracij kromoforjev in deformacije tkiva; 
 ovrednotenje ročne aplikacije rahlih kontaktnih pritiskov v odvisnosti od operaterjev, 
stične površine sond in mehanskih lastnosti vzorcev. Ugotovili smo, da vsi omenjeni 
dejavniki statistično pomembno vplivajo na aplikacijo rahlega kontaktnega pritiska. 
Povprečne vrednosti kontaktnih pritiskov in njihove variabilnosti med operaterji so se 
izkazale za največje pri sondah z najmanjšo stično površino in najtrših fantomih, za 
najmanjše pa pri sondah z največjo stično površino in najmehkejših fantomih. Poleg tega 
smo z analizo časovnega poteka meritev ugotovili, da operater potrebuje določen čas za 
ustalitev kontaktnega pritiska od trenutka vzpostavitve optične sklopitve oz. vzpostavitve 
stika sonde z vzorcem. Na podlagi pridobljenih rezultatov smo oblikovali smernice za 
uporabo ročnih sond; 
 izvedbo postopka za vrednotenje in zmanjšanje vpliva kontaktnega pritiska na razvrščanje 
tkiv. Postopek, ki temelji na različnih strategijah izgradnje razvrščevalnikov, smo preverili 
na primeru razvrščanja treh merilnih področij kože, kjer smo ugotovili, da je razvrščanje 
boljše v primeru, ko se gradnja razvrščevalnika in njegova kasnejša uporaba izvajata pri 
podobnih kontaktnih pritiskih. Izkazalo se je tudi, da lahko učinkovitost razvrščanja v 
širšem območju kontaktnih pritiskov izboljšamo z gradnjo večjega števila 
razvrščevalnikov na pripadajočih podintervalih kontaktnega pritiska, kar lahko uporabimo 
pri analizi meritev zajetih, z ročnimi sondami z umerjeno vzmetjo. 
Z omenjenimi študijami smo poudarili predvsem negativni vpliv kontaktnega pritiska na difuzno 
reflektančne meritve ter ponudili ukrepe, ki ta vpliv zmanjšujejo. Menimo, da se v prihodnje odpira 
novo raziskovalno področje, kjer se bo kontaktni pritisk izkoriščalo za pridobivanje dodatne 
spektralne informacije. V ta namen pa bo potrebno uporabiti avtomatske merilne sisteme, podobne 
predlaganemu.  
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